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Uma característica marcante da criptococose, doença causada pelo fungo Cryptococcus 
neoformans (Cn), é o estabelecimento de uma infecção latente, normalmente em granulomas 
pulmonares. Não obstante, acredita-se na existência de outros sítios anatômicos reservatórios 
de leveduras dormentes (D-Cn). Os macrófagos (MØ) desempenham um papel paradoxal na 
resposta à infecção, sendo importantes para o seu controle, mas também associados ao abrigo 
intracelular, persistência e disseminação de Cn no hospedeiro. Objetivamos aqui identificar 
potenciais sítios reservatórios da infecção criptocócica latente em modelo experimental 
murino, bem como esclarecer os mecanismos subjacentes à sua manutenção ou reativação 
com base na interação entre D-Cn e MØ in vitro. Primeiramente, caracterizamos e validamos 
linhagens fluorescentes de Cn quanto à expressão de determinados fenótipos relevantes, 
incluindo dormência, e aplicabilidade em experimentos de interação Cn-hospedeiro. Isso nos 
permitiu demonstrar características morfológicas e mecanismos regulatórios pós-
transcricionais associados ao fenótipo dormente em Cn. Por meio da infecção experimental 
de camundongos, observamos que Cn foi capaz de disseminar para uma diversidade de sítios 
anatômicos, incluindo sítios extrapulmonares previamente associados à infecção latente, 
como o trato urogenital, e sítios nunca relatados na infecção murina mas associados à 
infecção latente em outros modelos de patógenos, como a medula óssea. A análise do 
transcriptoma do MØ incubado com Cn na fase exponencial, estacionária (S-Cn) ou dormente 
mostrou que D-Cn promoveu uma reduzida e específica modificação transcricional do 
macrófago, mas semelhante a S-Cn. D-Cn reteve a capacidade de modular no macrófago 
genes importantes para a resposta imune, como aqueles envolvidos em vias do inflamassoma. 
Inclusive, D-Cn foi incapaz de promover a secreção de IL-1β dependente do inflamassoma 
NLRP3 em macrófagos pré-ativados, diferentemente de Cn não dormente. Também 
avaliamos o papel do MØ, sob diferentes perfis de polarização, na manutenção/saída da 
dormência do fungo. Observamos um aprofundamento do fenótipo dormente na população 
de D-Cn intracelular independentemente do perfil fenotípico do MØ. Em adição, leveduras 
presumivelmente exocitadas que foram encontradas no sobrenadante de cultura reativaram. 
No entanto, a reativação foi frustrada por MØ classicamente ativados, por meio da produção 
de óxido nítrico. Em conclusão, nossos resultados suportam a hipótese da existência de sítios 
reservatórios extrapulmonares na infecção criptocócica. Ademais, indicam que os 
macrófagos atuam como sítios de indução e persistência de células dormentes na infecção 
criptocócica latente, sendo o fenótipo de polarização dessas células, reflexo do status da 
resposta imune do hospedeiro, determinante para a manutenção ou reativação dessa infecção. 
 




A striking feature of cryptococcosis, a disease caused by the fungus Cryptococcus 
neoformans (Cn), is the establishment of a latent infection, usually in pulmonary granulomas. 
Nevertheless, it is believed that there are other anatomical reservoirs sites for dormant yeasts 
(D-Cn). Macrophages (MØ) play a paradoxical role in the response to infection, being 
important for its control, but also associated with the intracellular shelter, persistence and 
dissemination of Cn in the host. Our aim was to identify potential reservoir sites for latent 
cryptococcal infection in a murine experimental model, as well as to clarify the mechanisms 
underlying their maintenance or reactivation based on the interaction between D-Cn and MØ 
in vitro. First, we characterized and validated fluorescent Cn strains for the expression of 
certain relevant phenotypes, including dormancy, and applicability in Cn-host interaction 
experiments. This allowed us to demonstrate morphological characteristics and post-
transcriptional regulatory mechanisms associated to the dormant phenotype in Cn. Through 
experimental infection in mice, we observed that Cn was able to spread across a variety of 
anatomical sites, including extrapulmonary sites previously associated with latent infection, 
such as the urogenital tract, and sites never reported in murine infection but associated with 
latent infection in others models of pathogens, such as the bone marrow. Transcriptome 
analysis of the MØ incubated with Cn at the exponential, stationary (S-Cn) or dormant phase 
showed that D-Cn promoted a reduced and specific transcriptional modification of the 
macrophage, but close to S-Cn condition. D-Cn retained the ability to modulate on the 
macrophage genes important to immune response, such as those involved in inflammasome 
pathways. In fact, unlike non-dormant Cn, D-Cn was unable to trigger a NLRP3-dependent 
IL-1β secretion by primed macrophages. We also evaluated the role of MØ, under different 
polarization profiles, on fungal maintenance/exit from dormancy. We observed a deepening 
of the dormant phenotype in the intracellular D-Cn population regardless of the phenotype 
of the MØ. Moreover, presumably exocytosed yeasts that were found in the cell supernatant 
reactivated. However, this phenomenon was thwarted by classically activated MØ, through 
the production of nitric oxide. In conclusion, our results support the hypothesis of existence 
of extrapulmonary reservoir sites in cryptococcal infection. Furthermore, we indicate that 
macrophages behavior as sites of induction and persistence of dormant cells in latent 
cryptococcal infection, with the polarization phenotype of these cells, which reflects the 
status of the host's immune response, determining for the maintenance or reactivation of this 
infection. 
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1.1. Cryptococcus neoformans e criptococose 
C. neoformans é o principal agente etiológico da meningite criptocócica, infecção 
fúngica severa que acomete anualmente cerca de 223 mil pessoas, encontrando-se ranqueada 
como a quinta infecção mais letal contabilizando mais de 181 mil mortes por ano. A doença 
apresenta ocorrência mundial e é considerada negligenciada, afetando desproporcionalmente 
países em desenvolvimento e com baixa renda. Na América Latina, estima-se uma taxa anual 
de 5.300 casos da doença, dos quais aproximadamente 50% apresentam um desfecho fatal. 
A África subsaariana desponta com a maioria dos casos de meningite criptocócica (162 mil) 
e o segundo maior índice de mortalidade (80%). Estes índices africanos são reflexos não só 
do menor acesso ao e piores condições de tratamento na região, como também refletem e 
evidenciam o caráter oportunista da doença e sua associação estreita com a AIDS, uma vez 
que a região abriga quase 70% da população mundial de adultos HIV-positivos 
(RAJASINGHAM et al., 2017; RODRIGUES, 2018).  
A principal população de risco para a criptococose por C. neoformans e morte 
associada constitui-se, além de portadores de HIV/AIDS, indivíduos submetidos ao 
tratamento quimioterápico antineoplásico ou administração de imunossupressores. Haja vista 
que todas essas condições debilitam a imunidade mediada por células, percebe-se que a 
integridade desta é fator determinante para impedir o desenvolvimento dos sintomas clínicos 
da doença (DROMER et al., 2007; LIN et al., 2015; MAZIARZ & PERFECT, 2016). De 
fato, relatos de infecções clinicamente ativas por C. neoformans em pacientes 
imunocompetentes são raros, mesmo o fungo apresentando-se ubiquamente no ambiente e a 
exposição ao fungo descrita como relativamente comum (GOLDMANN, 2001; BARONI et 
al., 2006). Ademais, outras espécies de Cryptococcus tradicionalmente consideradas 
estritamente saprófitas e inócuas para humanos, como C. laurentii e C. albidus, são 
potencialmente infeciosas principalmente no contexto de imunocomprometimento 
(KHAWCHAROENPORN et al., 2007; SMITH et al., 2017).  
O contágio ocorre através da exposição do hospedeiro a propágulos do fungo oriundos 
de uma diversidade de nichos ambientais – árvores, solo composto por material vegetal em 
decomposição e excreta de aves, considerada o principal reservatório urbano do fungo 
(BARONI et al., 2006; MAY, 2017). C. neoformans é predominantemente encontrado como 
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levedura haploide de reprodução por brotamento (assexuada), sendo esta sua forma 
patogênica, embora seja capaz de formar, no ambiente, hifas de acasalamento (BURT, 2000; 
BUTKIN, 2002; NILSEN & HEITMAN, 2007). Sem sucesso infeccioso, devido a suas 
grandes dimensões e capacidade imunoestimulatória, esse morfotipo filamentoso é 
responsável pela formação de esporos, formas compatíveis com a infecção, especialmente 
pela alta capacidade de penetração nos pulmões, atribuída ao seu pequeno diâmetro (1-2 µm). 
Juntamente com leveduras dessecadas, também de tamanho diminuto (~3 µm), são creditadas 
como as formas infectantes de Cryptococcus (NEILSON et al., 1981; VELAGAPUDI et al., 
2009; WANG et al., 2012). 
Após inaladas pelo hospedeiro, essas partículas ganham acesso aos alvéolos 
pulmonares, onde encontram fagócitos residentes, como os macrófagos alveolares. A partir 
deste estágio são possíveis diferentes resultados desta interação. Mais raramente, indivíduos 
imunossuprimidos podem desenvolver pneumonia e progredir para uma infecção 
disseminada. Acredita-se, contudo, que a maioria dos casos de criptococose causada por C. 
neoformans decorra de uma primo-infecção em indivíduos imunocompetentes. Uma fração 
destes seria capaz de montar uma resposta imune eficiente, eliminando o fungo e prevenindo 
a doença. O consenso é de que a maioria dos indivíduos é capaz apenas de elicitar uma 
resposta granulomatosa pulmonar de contenção, permitindo o estabelecimento de uma 
infecção latente assintomática que pode perdurar por vários anos (DROMER et al., 2011; 
BRUNET et al., 2018). Ocorrendo eventos de imunocomprometimento do hospedeiro, as 
leveduras então dormentes podem reativar, proliferar e disseminar via hematogênica 
virtualmente para qualquer órgão, preferencialmente o sistema nervoso central (SNC), e 
causar a meningite criptocócica (figura 1). 
 
Figura 1. Esquema representativo do ciclo de infecção por C. neoformans. Adaptado de Xue et al., 2012. 
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 Embora a criptococose seja causada majoritariamente pela espécie C. neoformans, 
uma parcela relevante das infecções (2 a 20%) tem sido atribuída ao patógeno primário C. 
gattii (MORGAN et al., 2006; FIRACATIVE et al., 2018). Regiões tropicais e subtropicais 
foram historicamente consideradas os confinadores desta espécie, estando esta restrição 
geográfica associada à sua baixa prevalência mundial. Porém, a ocorrência crescente de 
surtos no Canadá e nos Estados Unidos o ascendeu à categoria de patógeno fúngico 
emergente (KWON-CHUNG & BENNETT, 1984; HARRIS et al., 2012). Similarmente a C. 
neoformans, C. gattii acomete tanto os pulmões quanto o SNC, e embora detectado de forma 
crescente em pacientes imunossuprimidos, ocorre essencialmente em hospedeiros 
imunocompetentes (SPEED & DUNT, 1995; FRANCO-PAREDES et al., 2015). Ainda que 
divergentes a nível epidemiológico e evolutivo, com um ancestral comum há cerca de 30 a 
40 milhões de anos, essas espécies compartilham muitas características genotípicas e 
fenotípicas cruciais para a patogenicidade do fungo, como a produção de uma cápsula 
envoltória protetora essencialmente de natureza polissacarídica, exclusividade do gênero 
Cryptococcus dentre os fungos patogênicos conhecidos (XU et al., 2000; DOERING, 2000).  
Tal componente fundamental de Cryptococcus spp. permitiu a classificação em 
quatro sorotipos baseada na propriedade imunológica capsular: A, D e o híbrido A/D 
pertencendo à espécie C. neoformans; e B e C à espécie C. gattii. Posteriormente, estudos 
genômicos ampliaram essa divisão: o sorotipo A foi subdividido em tipos moleculares VNI 
e VNII; o sorotipo AD em VNIII; o sorotipo D em VNIV; e os sorotipo B e C em VGI, VGII, 
VGIII e VGIV. Em termos de variedade, temos que os sorotipos A e D são designados como 
C. neoformans var. grubii e C. neoformans var. neoformans, respectivamente (MEYER et 
al., 2009). Recentemente, Hagen e colaboradores (2015) propuseram a modificação das 
variedades de C. neoformans em duas espécies distintas, e a divisão de C. gatti em cinco 
espécies. Entretanto, tal sistematização baseada no critério de reconhecimento de espécies 
filogenéticas é considerada prematura e desaconselhada devido à limitação do conhecimento 
atual acerca da biodiversidade de Cryptococcus (KYUNG et al., 2017).   
A variedade grubii detém a maior relevância clínica, exibindo maior virulência e 
sendo responsável por até 95% das infecções totais e 99% das associadas a AIDS 
(CASADEVALL & PERFECT, 1998; DROMER et al., 2007). O híbrido AD tem exibido 
experimentalmente dados contraditórios, com virulência intermediária ou superior aos 
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sorotipos haploides A e D, e responde por até 20% das infecções no continente europeu 
(LENGELER et al., 2001; CHATURVEDI et al., 2002; BARCHIESI et al., 2005; DROMER 
et al., 2007; HU et al., 2008). A América Latina e o Brasil acompanham a tendência mundial 
apresentando C. neoformans var. grubii como prevalente entre os isolados clínicos e 
ambientais, seguido de C. gattii (FIRACATIVE et al., 2018). 
Outra aplicação da cápsula se dá no diagnóstico da criptococose. A principal técnica 
diagnóstica consiste na detecção de antígenos polissacarídicos da capsula no soro ou fluidos 
cerebrospinais pelo teste imunocromatográfico CrAg-LFA. O exame direto do fungo em 
fluidos corpóreos com tinta nanquim (evidenciador da cápsula) também é muito comum, 
além de cultura microbiológica ou análise histopatológica. Considerando a rápida progressão 
da meningite, a popularização desses exames e a crescente implementação da antigenemia 
criptocócica no monitoramento de pacientes considerados de risco, bem como, 
principalmente, a expansão de terapias antirretrovirais, colaboraram fortemente para a grande 
redução de óbitos ao longo da última década (MEYA et al., 2010; PERFECT & BICANIC 
et al., 2015; RAJASINGHAM et al., 2017). 
O tratamento preconizado consiste na convencional administração, sozinha ou 
combinada, de um arsenal limitado a três antifúngicos: anfotericina B, 5-fluorocitosina e 
fluconazol. O primeiro é a base da terapia e a droga mais eficiente disponível, encontrando 
desvantagem em seu elevado custo e citotoxicidade, principalmente renal. Esta 
nefrotoxicidade é amenizada com o uso da sua forma lipossomal, e tem apresentado igual 
eficácia farmacológica à forma tradicional aliada a uma redução da frequência e quantidade 
das doses (HAMILL et al., 2010; PERFECT & BICANIC et al., 2015; MOLEFI et al., 2015; 
SANTOS-GANDELMAN & MACHADO-SILVA, 2019). Não obstante, estima-se que mais 
de 30% dos pacientes submetidos a um tratamento adequado falecem após apresentarem 





1.2. Os fatores de virulência de C. neoformans 
A capacidade de C. neoformans causar doença (i.e. patogenicidade) depende 
primariamente das condições do hospedeiro, bem como também da expressão de 
determinados fenótipos facilitadores da colonização, proliferação e da patogenia, conhecidos 
como fatores de virulência (CROSS, 2008). De fato, fatores de virulência microbianos podem 
ser definidos como características expressas unicamente em hospedeiros susceptíveis, 
embora o conceito seja alvo de contínuo debate (CASADEVALL & PIROFSKI, 2001). 
A expressão desses fatores de virulência é resultado da pressão seletiva da evolução, 
e paradoxalmente no caso de muitos patógenos ambientais, como C. neoformans, parece ter 
origem não no seu hospedeiro mamífero – no qual a infecção é acidental e dispensável ao seu 
ciclo de vida–, mas no próprio meio ambiente (CASADEVALL et al., 2003; CASADEVALL 
& PIROFSKI, 2007). Neste, C. neoformans encontra uma diversidade de condições adversas, 
não só abióticas como também bióticas, representadas por predadores de vida livre 
unicelulares como amebas (Acanthamoeba sp.) (CASADEVALL et al., 2019b) e paramécios 
(FRAGER et al., 2010), ou multicelulares como nematódeos (MYLONAKIS et al., 2002). 
Acredita-se que a exposição prolongada a esses estresses de seu ambiente natural levou à 
seleção de características vantajosas para a sua sobrevivência neste meio, aproveitáveis 
também no contexto da infecção humana (CASADEVALL et al., 2003).  
No ambiente, a capsula protege as leveduras contra a dessecação, bem como da 
fagocitose e morte intracelular por Acanthamoeba castellanii (STEENBERG et al., 2001). 
Consistentemente, os mesmos benefícios são encontrados no desafio com macrófagos do 
hospedeiro e seus mecanismos microbicidas (e.g. produção de radicais livres), o que reforça 
a hipótese que seu modo de vida intracelular facultativo e expressão de fatores de virulência 
possa ter sido selecionada em decorrência da pressão seletiva exercida mediante a interação 
fungo-protozoário (VECCHIARELLI et al., 1994; ZARAGOZA et al., 2008; 
DERENGOWSKI et al., 2013; BOJARCZUK et al., 2016; CASADEVALL et al., 2019b). 
Além disso, a produção de polissacarídeos capsulares confere resistência a peptídeos 
antimicrobianos e ao antifúngico anfotericina B (ZARAGOZA et al., 2008). Por essas e 
outras características, a cápsula é considerada o principal fator de virulência de C. 
neoformans, conferindo ao gênero Cryptococcus um atributo exclusivo dentre os fungos 
patogênicos humanos (CASADEVALL et al., 2019a). A sua composição é basicamente de 
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natureza polissacarídica, atribuída à presença de glucuronoxilomanana (GXM), responsável 
por cerca de 92% da massa total da cápsula, que é complementada pela 
glucuronoxilomanogalactana (GXMgal) (CASADEVALL et al., 2019a). Manoproteínas 
constituem menos de 1% da massa capsular, e apresentam alta capacidade de estimular o 
sistema imune e promover respostas protetoras frente ao C. neoformans (LEVITZ et al., 
2006). Entretanto, seus efeitos são antagonizados e suprimidos pelo predomínio da fração 
polissacarídica, que exerce além dos mecanismos defensivos mencionados anteriormente, 
outros ofensivos incluindo a alteração da expressão de moléculas coestimulatórias, 
desregulação da secreção de citocinas pró- e anti-inflamatórias e indução de apoptose em 
células apresentadoras de antígenos (APCs), bem como inibição da função e estímulo de 
morte de linfócitos T de forma dependente e independente de APCs (MONARI et al., 2005; 
VILLENA et al., 2008; PERICOLINI et al., 2009). Embora GXM e GXMgal apresentem 
efeitos sobrepostos, o estudo crescente da última vem apontando para a existência de uma 
atividade imunomodulatória mais potente e por vezes distinta, como a indução de uma 
resposta protetora Th17 (LAROCQUE-DE-FREITAS et al., 2018; DECOTE-RICARDO et 
al., 2019). 
Embora a formação da cápsula seja crítica para a virulência de C. neoformans 
(CASADEVALL et al., 2019a), não garante sozinha o estabelecimento da infecção. Sabe-se 
que a espécie Cryptococcus liquefaciens apresenta uma cápsula de propriedades 
ultraestruturais e funcionais semelhantes à de C. neoformans. Contudo, é responsável por 
uma parcela irrisória dos casos de criptococose e considerada inócua ao ser humano, o que é 
ao menos parcialmente explicado por exibir um significativo atraso de crescimento à 37ºC, 
característica inclusive que se estende a outras espécies não patogênicas de mesmo gênero 
(ARAUJO et al., 2012; ARAUJO et al., 2017). Este exemplo ilustra a importância da 
coexpressão de outros fatores de virulência, especialmente a capacidade de crescimento à 
temperatura humana, característica crucial compartilhada por fungos patogênicos a humanos. 
Estes somam menos de 0,01% das mais de 1.5 milhões de espécies estimadas de fungos, o 
que é atribuído essencialmente à essa termotolerância (ROBERT & CASADEVALL, 2009). 
Inclusive, a aquisição de termotolerância é motivo de grande preocupação atualmente devido 
à intensificação da pressão seletiva do aquecimento global, que pode ser associada à ascensão 
do patógeno fúngico emergente Candida auris (CASADEVALL et al., 2019c). 
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A capacidade de produzir o polímero de pigmentação escura denominado melanina é 
outro clássico fator de virulência compartilhado por muitos patógenos, e confere a C. 
neoformans proteção a uma ampla diversidade de condições: radiação ultravioleta, extremos 
de temperatura, drogas antifúngicas, peptídeos antimicrobianos, fagocitose e a importantes 
mecanismos microbicidas de fagócitos, como espécies reativas de oxigênio e nitrogênio 
(WANG & CASADEVALL, 1994; WANG et al., 1995; ROSAS & CASADEVALL, 1997; 
DOERING et al., 1999; VAN et al., 2002; CASADEVALL et al., 2003). A melanização é 
um processo que ocorre na parede do fungo, depende da disponibilidade de substratos 
fenólicos no ambiente e no hospedeiro, como a L-DOPA, e é catalisada pela atividade da 
lacase (CASADEVALL et al., 2000). Estudos mostram que a deficiência de melanina, seja 
por deleção dessa enzima ou outros meios, como inibição química, repercute na sobrevida de 
animais infectados com C. neoformans (KWON-CHUNG et al., 1982; SALAS et al., 1996; 
NOSANCHUCK et al., 2001). 
A expressão de muitos destes fatores de virulência em C. neoformans, como a 
cápsula, depende essencialmente da atividade enzimática e sua fina regulação. Além disso, 
muitas dessas enzimas são secretadas, o que pode ser associado ao papel ambiental dos 
fungos na decomposição de macromoléculas, processo que por sua vez os garante nutrientes 
e a sobrevivência (figura 2) (ALMEIDA et al., 2015). A mesma recompensa ocorre por meio 
da degradação de moléculas do hospedeiro, e como resultado promovem danos celulares 
(CASADEVALL et al., 2018). Dentro desse arsenal enzimático, destacam-se proteases, que 
atuam na degradação de importantes componentes da resposta imune, como anticorpos e 
fatores do complemento, e da barreira hematoencefálica (BHE), promovendo a invasão 
cerebral (CHEN et al., 1996; VU et al., 2014); e fosfolipases, que danificam a membrana 
fosfolipídica do fagolisossomo, favorecendo a replicação no e o escape do macrófago por um 
mecanismo denominado exocitose não-lítica (COX et al., 2001; CHAYAKULKEEREE et 
al., 2011). Também observa-se a contribuição da atividade enzimática da urease na promoção 
desse importante mecanismo, presumivelmente por meio da indução da alcalinização do pH 
via catalização da hidrólise da ureia em amônia, reação que também permite ao fungo 
danificar células endoteliais da BHE facilitando a infecção do SNC (OLSZEWSKI et al., 
2004; FU et al., 2018). A deficiência de quaisquer dessas enzimas se traduz na hipovirulência 
de C. neoformans na infecção de hospedeiros mamíferos (CHEN et al., 1996; COX et al., 
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2001; OLSZEWSKI et al., 2004; CHAYAKULKEEREE et al., 2011; VU et al., 2014; FU et 
al., 2018). 
 
Figura 2. Fatores de virulência de C. neoformans. Adaptado de Almeida e colaboradores (2015). 
Essas e outras enzimas, incluindo a lacase, são passíveis de secreção por meio de 
vesículas extracelulares (figura 2) (RODRIGUES et al., 2008; ALMEIDA et al., 2015). 
Estudos mostram um importante papel dessas vesículas desde a sobrevivência de C. 
neoformans na interação com A. castellanii, bem como no hospedeiro humano, modulando 
macrófagos, permeabilizando a barreira hematoencefálica para o acesso do fungo ao SNC, e 
comunicando um estado cooperativo entre leveduras de C. gattii de forma a promover a 
sobrevivência intracelular (OLIVEIRA et al., 2010; HUANG et al., 2012; RIZZO et al., 2017; 
BIELSKA et al., 2018). 
C. neoformans apresenta no ambiente a formação de hifas engajadas na reprodução 
sexuada. Mediante o acasalamento pode ocorrer a produção de esporos de dois tipos, “a” ou 
“ɑ”. Interessantemente, o tipo da célula formada afeta a virulência, uma vez que aqueles do 
tipo “ɑ” predominam entre os isolados clínicos e apresentam maior tropismo para o SNC 




1.3. A dormência microbiana 
Seres de todos os domínios da vida, de procariotos a vertebrados, evoluíram 
convergentemente no desenvolvimento de mecanismos que os conferissem a habilidade de 
entrar em um estado não-proliferativo de reduzida taxa metabólica, por sua vez contribuindo 
para a sobrevivência sob certas condições ambientais desfavoráveis até a reativação do ser 
em condições mais adequadas (LENNON & JONES, 2011). Esse estado metabólico descrito 
define a dormência (ou latência) celular, um fenômeno extensamente relatado em 
microrganismos – muitos deles patogênicos – como bactérias (e.g. Bacillus spp., Chlamydia 
spp., Legionella spp., Vibrio spp., Pseudomonas spp. e Mycobacterium tuberculosis), modelo 
no qual é mais vastamente estudado, e protozoários (Plasmodium spp. e Trypanosoma cruzi) 
(LI et al., 2014; RICHTER et al., 2016; SÁNCHEZ-VALDÉZ et al., 2018). 
No reino Fungi, tanto fungos leveduriformes (e.g. Saccharomyces cerevisiae, 
Shizosaccharomyces pombe, Candida stellata, e mais recentemente C. neoformans) quanto 
esporos de fungos filamentosos (Aspergillus fumigatus e Neurospora crassa) já foram 
demonstrados adentrarem o estado dormente, que por sua vez está intimamente relacionado 
à infecção latente, i.e., quando o indivíduo está infectado mas não apresenta a doença ativa e 
sintomática. Considerando o extenso período entre a primo-infecção e o surgimento das 
manifestações clínicas de infecções fúngicas, juntamente à estreita associação entre esses 
sintomas e o imunocomprometimento do hospedeiro, é presumido que não somente as 10 
espécies relatadas até hoje, como também muitas outras, integrem o rol de patógenos 
fúngicos passíveis de apresentarem o fenótipo dormente (AJELLO & POLONELLI, 1985; 
DIVOL et al., 2005; KASUGA et al., 2005; LAMARRE et al., 2008; SERPAGI et al., 2012; 
SALMA et al., 2013; BRUNET et al., 2018, HOMMEL et al., 2019). 
O fenótipo dormente mais comum e de fácil identificação é o esporo, célula de 
morfologia característica, e que pode ser encontrada em uma diversidade de organismos, 
geralmente com função reprodutiva. Esporos são considerados as formas de vida mais 
resistentes do planeta, detentores de um metabolismo extremamente baixo, por vezes 
considerado nulo, e capazes de reversão para a forma vegetativa após a reintrodução de 
condições favoráveis ao crescimento, mesmo que precedida por até dezenas de milhões de 
anos de dormência (CANO et al., 1995; NICHOLSON et al., 2000; DWORKIN & SHAH, 
2010; HUANG & HULL, 2017). Outros fenótipos são menos óbvios e mais complicados de 
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serem demonstrados. Na década de 40, durante experimentos com penicilina, foi observado 
que uma subpopulação de células de Staphylococcus, bactérias não esporuladas, 
manifestaram tolerância ao antibiótico ao retomarem o crescimento após à remoção deste, e 
foram, portanto, denominadas células persistentes (HOBBY et al., 1942; BIGGER, 1944). 
Essa tolerância é atribuída ao engajamento na dormência, e se deve à diminuída atividade 
metabólica e síntese de parede celular, que torna antibióticos com mecanismos de ação 
dependentes do metabolismo da célula-alvo ineficazes na lise das mesmas. Sem resistência 
genética ao antibiótico, a suspensão do tratamento era necessária para as células retornarem 
a um estado cultivável sem o comprometimento da viabilidade (BALABAN et al., 2004; 
AYRAPETYAN et al., 2018). 
Posteriormente, em 1982, outra estratégia de sobrevivência baseada em dormência, 
de similar fisiologia celular e mecanismos moleculares compartilhados foi inicialmente 
descrita em células de V. cholerae e Escherichia coli, sendo as células que empregam essa 
estratégia denominadas células viáveis mas não cultiváveis (do inglês, Viable but not 
culturable, ou VBNC) (XU et al., 1982). Por definição, VBNC são células viáveis que 
perderam reversivelmente a habilidade de formar colônias em meios de cultura laboratoriais 
normalmente permissíveis ao seu crescimento (XU et al., 1982; LI et al., 2014). Segundo a 
hipótese da dormência contínua, a gênese dessas células estaria relacionada à de células 
persistentes, com VBNC representando um estado mais profundo de dormência – sem 
necessariamente serem derivadas de células persistentes. Esse maior engajamento de VBNC 
no processo de dormência poderia explicar a maior complexidade e exigência de um estímulo 
ambiental e/ou químico para o seu processo de reversão, ou o maior atraso deste comparado 
ao de células persistentes, características que distinguem um fenótipo do outro. Ademais, a 
população de células VBNC coexiste com células persistentes, costumando a primeira 
predominar durante o estresse promotor da dormência e até monopolizar culturas sob o 
estresse prolongado (figura 3) (LI et al., 2014; AYRAPETYAN et al., 2015; 2018).  
Os estresses indutores da dormência são diversos, podendo variar dependendo da 
espécie ou serem comuns a muitas, como é o caso da escassez de nutrientes. Outros estresses 
conhecidos são: extremos de temperatura, reduzida oxigenação, níveis subótimos de pH e 
salinidade, e exposição a metais pesados, luz branca ou ultravioleta (LI et al., 2014). Além 
disso, os fenótipos de dormência podem ser induzidos por agentes antimicrobianos e, mais 
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importante, apresentarem-se tolerantes aos mesmos, incluindo antibióticos, como já 
mencionado (BIGGER, 1944; PASQUAROLI et al., 2013; AYRAPETYAN et al., 2015; 
2018). Inclusive, acredita-se que esses fenótipos são potencialmente responsáveis por falhas 
de tratamentos e/ou recidivas, o que coloca mais ainda em evidência a necessidade do estudo 
dos mecanismos de indução e quebra da dormência (LAFLEUR et al., 2010; HU & COATES, 
2012; LI et al., 2014; AYRAPETYAN et al., 2015; 2018). 
 
Figura 3. Dinâmica de indução e reativação de células persistentes e VBNC. Adaptado de Ayrapetyan e 
colaboradores (2018). 
Durante a exposição a diferentes tipos de estresse, são observadas algumas reações 
celulares de adaptações típicas, e que são comuns a células VBNC. Inicialmente, as células 
cessam a proliferação concomitantemente à forte diminuição global dos processos de 
transcrição e tradução, que são processos celulares energeticamente dispendiosos 
(TRAXLER et al., 2008; AYRAPETYAN et al., 2018). Contudo, os processos de transcrição 
e tradução ainda persistem, mas sob uma nova reprogramação funcional, para otimizar a sua 
sobrevivência (HEIM et al., 2002; LAI et al., 2009; DE VERGILIO, 2012). Embora 
costumem apresentar severa redução da taxa respiratória e metabólica, o potencial de 
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membrana permanece alto e exibem incorporação de aminoácidos (RAHMAN et al., 1994; 
OLIVER, 2010). Observa-se também o acúmulo de glicogênio e triglicerídeos, reservas 
energéticas importantes para a manutenção da viabilidade (DE VIRGILIO, 2012). A nível 
estrutural, ocorre normalmente o encolhimento da célula e uma série de rearranjos das 
organelas e maquinaria celular (OLIVER, 2010; SAGOT & LAPORTE, 2019). O citoplasma 
transforma-se de uma fase mais fluida para uma mais rígida, com a formação neste de 
diferentes grânulos ribonucleoproteicos associados à repressão e degradação de transcritos 
de mRNA ou, alternativamente, à armazenagem e estabilização dos mesmos de forma a 
preparar a célula para um potencial retorno à normalidade metabólica (BUCHAN & 
PARKER, 2009; ANDERSON & KEDERSHA, 2009; KROSCHWALD et al., 2018). 
Em alguns casos, a simples remoção do estresse promotor da dormência é o suficiente 
para levar à sua quebra (reativação ou ressuscitação). É o exemplo da reativação de células 
VBNC de S. cerevisiae induzidas por SO2, cuja concentração é dependente do equilíbrio do 
pH do meio. Mediante a alcalinização artificial deste, o conteúdo de SO2 é depletado e as 
células então reativadas (SALMA et al., 2013). Efeitos análogos foram observados em 
modelo de indução com íons de cobre ou temperatura subótima (NILSSON et al., 1991; 
DWIDJOSISWOJO et al., 2011). Muitos estudos mostram a reativação de VBNC em meios 
ricamente nutritivos favoráveis ao crescimento (LI et al., 2014). Entretanto, a súbita re-
exposição das células VBNC a meios ricos também pode ser deletéria, possivelmente devido 
à sensibilidade dessas células a radicais livres presentes no meio ou mesmo induzidos por 
este (CALCOTT & POSTGATE, 1972; MUKAMOLOCA et al., 2003).  
Ainda, a reativação pode exigir estímulos específicos, sejam eles endógenos ou 
exógenos, cuja identificação a torna mais desafiadora, de forma que é estimado que metade 
dos patógenos humanos que entram no estado VBNC não foram provados ressuscitarem (LI 
et al., 2014). Não obstante, já foi demonstrado que, assim como na germinação de esporos 
dormentes, a reativação de células VBNC pode ocorrer via o reconhecimento de aminoácidos 
específicos (ATLURI et al., 2006; PINTO et al., 2011). Ademais, sabe-se que bactérias como 
M. tuberculosis secretam proteínas denominadas fatores promotores de ressuscitação (do 
inglês, resuscitation-promoting factors, ou Rpfs), que como o nome sugere promovem a 
reativação celular de um estado VBNC, exibindo atividade intra e interespecífica 
(SHLEEVA et al., 2004; GUPTA et al., 2010). 
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1.4. A infecção criptocócica latente 
A demonstração do fenótipo dormente VBNC em C. neoformans e de fatores 
envolvendo sua reativação só se deu bem recentemente, em 2019, por Hommel e 
colaboradores. Contudo, sugestões do vínculo entre latência (clínica) e a imunopatologia da 
criptococose, bem como do sítio de latência, remontam os estudos de autópsias iniciados por 
Baker e Haugen há cerca de 70 anos (BAKER, 1952; 1976; HAUGEN & BAKER, 1954; 
BAKER & HAUGEN, 1955). Ao analisarem cadáveres e por vezes excisões cirúrgicas, eles 
descreveram uma associação entre nódulos subpleurais e seus linfonodos drenantes com a 
infecção por C. neoformans. Muitos estudos de caso que se sucederam, incluindo 
tomográficos, confirmaram essa correlação (figura 4) (PATERSON et al., 1998; SWEENEY 
et al., 2003; ASAKURA et al., 2017).  
 
Figura 4. Tomografia computadorizada peitoral de paciente antes (A) e após (B) terapia 
imunossupressora exibindo, conforme apontado, um nódulo pulmonar solitário (A) que progrediu 
para múltiplas consolidações irregulares (B) positivas para a presença de Cryptococcus. Adaptado de 
Asakura e colaboradores (2017). 
Baseados nessas evidências anatômicas, Baker e colaboradores propuseram a 
patologia da criptococose analogamente à da tuberculose. Nesse sentido, propágulos 
infectantes inalados iniciariam uma infecção pulmonar, frente a qual o hospedeiro montaria 
uma resposta imune granulomatosa contendo as leveduras em nódulos e linfonodos drenantes 
podendo eliminar o patógeno (cura) ou não. Neste último caso, a infecção persistiria em uma 
forma latente e sem elicitar sintomas clínicos até o comprometimento do sistema imune, 
como pela infecção com o HIV ou tratamento imunossupressor, levando à reativação da 





Figura 5. Esquema explicativo da reativação e relapso da infecção. Adaptado de Brunet e 
colaboradores (2018). 
 Não obstante, é admitido que outros sítios anatômicos para a infecção latente possam 
existir, como a próstata em homens (STAIB et al., 1990; DROMER et al., 2011). De fato, há 
um substancial acúmulo de relatos de casos descrevendo o envolvimento de componentes do 
trato urogenital, especialmente a próstata, durante a infecção criptocócica (STAIB et al., 
1990; SHAH et al., 2017). Muitos deles mostram a persistência do fungo em tais sítios 
mesmo após a configuração de cura clínica obtida por meio do tratamento com antifúngicos 
de rotina (LARSEN et al., 1989; STAIB et al., 1990). Um dos relatos apontou que 
aproximadamente 30% dos pacientes que apresentaram relapso na meningite criptocócica, 
apesar de terapia antifúngica, exibiram culturas de fluidos urogenitais positivas (LUZZATI 
et al., 1998). Notavelmente, os dados da literatura tendem a apontar a associação da próstata 
mais como reservatório para casos de relapso da doença (e portanto não necessariamente sítio 
de infecção latente) do que casos de reativação, estando indefinida sua importância relativa 
nessas duas situações (LARSEN et al., 1989; BAILLY et al., 1991). 
 Cabe aqui uma diferenciação conceitual de reativação e relapso da infecção (figura 
5). A reativação é marcada pela ocorrência de sintomas dentro de semanas a anos após uma 
infecção primária, podendo esta ser sintomática ou assintomática, e tratada ou não tratada. Já 
o relapso costuma surgir mais rapidamente após a infecção, e prescindir da alteração do 
estado imune do paciente. Mais importante, o relapso frequentemente resulta de falhas do 
tratamento, devido a razões como duração insuficiente deste ou baixa penetrabilidade da 
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droga no tecido infectado (BRUNET et al., 2018). Interessantemente, ainda mediante o 
tratamento prolongado e com altas doses de fluconazol, conhecidamente capaz de penetrar 
no tecido (interstício e estroma) e fluido prostático e alcançar a concentração terapêutica, 
verifica-se a persistência do fungo na próstata desses pacientes. Isso reforça, 
independentemente da natureza (relapso ou reativação) do sítio reservatório, a importância 
destes sítios alternativos ao pulmão na patologia da criptococose (LARSEN et al., 1989; 
BAILLY et al., 1991; LUZZATI et al., 1998). 
 Estudos sorológicos também têm se mostrado importantes para o entendimento da 
latência da infecção criptocócica, bem como da abrangência desse fenômeno na população e 
sua dinâmica temporal. Goldman e colaboradores (2001) mostraram que mais de 70% das 
crianças imunocompetentes acima de 5 anos – faixa etária com rara incidência de 
criptococose – apresentaram reatividade sorológica à antígenos de C. neoformans, sugerindo 
uma primo-infecção durante a infância (DROMER et al., 2011). Consistentemente, é comum 
a presença de anticorpos anti-C. neoformans em adultos, independentemente de sua condição 
imunológica (DESHAW & PIROFSKI, 1995; DROMER et al., 1998). Além disso, foi 
observado que metade dos pacientes submetidos ao transplante de órgãos e que 
posteriormente desenvolveram criptococose apresentaram reatividade de anticorpos para C. 
neoformans previamente ao procedimento cirúrgico, como também o desenvolvimento da 
doença significativamente mais cedo que aqueles pacientes com sorologia negativa ou baixa 
reatividade (SAHA et al., 2007). 
 Além de pistas clínicas para a infecção criptocócica latente, há também evidências, 
ainda mais persuasivas, de caráter epidemiológico, fornecidas por Garcia-Hermoso e 
colaboradores (1999) ao analisarem isolados clínicos de pacientes diagnosticados na França 
e oriundos de continentes distintos entre si. Dentre esses pacientes, 17 eram europeus e 9 
expatriados africanos residentes na França há uma média de 110 meses e sem contato com o 
continente de origem por até 13 anos. Com base na similaridade entre os isolados por meio 
da análise por amplificação aleatória de sequencias polimórficas de DNA (do inglês, RAPD), 
ou pela fragmentação deste por enzimas de restrição (do inglês, RFLP), os pesquisadores 
demonstraram que os isolados de indivíduos africanos eram semelhantes entre si, enquanto 
diferentes daqueles de pacientes europeus. O estudo indica que os pacientes desenvolveram 
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a doença como resultado de uma primo-infecção ocorrida anos antes. Outro estudo mais 
recente e com maior tamanho amostral chegou à mesma conclusão (BEALE et al., 2015). 
 Curiosamente, estudos epidemiológicos também têm apontado para a existência de 
infecção latente causada por alguns isolados de C. gattii, apesar deste estar tipicamente mais 
associado a infecções agudas primárias (DROMER et al., 1992; HAGEN et al., 2012; 
DROMER et al., 2011). Hagen e colaboradores (2012) levantaram uma possível ligação entre 
os genótipos desses isolados (VGIII e VGIV) e uma condição imune comprometida do 
hospedeiro, embora seja sabido ocorrer uma diversidade de patogenicidade mesmo entre 
esses genótipos (RODRIGUES et al., 2015). 
 Diferentes modelos animais de infecção criptocócica são fonte de evidências 
biológicas/experimentais que corroboram as demais evidências mencionadas acima acerca 
da infecção latente por C. neoformans. Goldman e colaboradores (2000) observaram que 
ratos infectados via intratraqueal apresentavam uma infecção pulmonar aguda seguida da 
drástica redução da carga fúngica, dando lugar a uma infecção sem sintomas aparentes, típica 
de hospedeiros resistentes à infecção criptocócica. Por meio da imunossupressão química 
induzida meses após a infecção primária, a infecção então contida – mas não eliminada – no 
sítio pulmonar foi capaz de disseminar sistemicamente. Esses resultados são semelhantes aos 
obtidos décadas antes por Gadebusch e Gikas (1964) com ratos e porquinhos-da-índia 
também por meio do uso de modelo de infecção pulmonar e tratamento com corticosteroides.  
 Os experimentos com animais também contribuíram em muito com pistas do sítio de 
residência intracelular de C. neoformans. Na infecção de camundongos, a maioria das 
leveduras inoculadas pode ser encontrada no ambiente intracelular ainda nas primeiras horas 
da infecção, sucedidas por um período de alternação entre o ambiente intra e extracelular 
(FELDMESSER et al., 2000). No curso prolongado, observa-se novamente o predomínio do 
parasitismo intracelular, acompanhado da formação de granulomas, mesmo padrão 
apresentado por ratos (FELDMESSER et al., 2000; GOLDMAN et al., 2000). Assim como 
na infecção humana, macrófagos e células gigantes multinucleadas são os principais 
componentes do granuloma formado, como também os fagócitos responsáveis por abrigar as 
leveduras e supostamente permitir o estabelecimento da infecção latente (CASADEVALL & 
PERFECT, 1998; FELDMESSER et al., 2000; GOLDMAN et al., 2000; SHIBUYA et al., 
2005; DROMER et al., 2011; BRUNET et al., 2018). 
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 Mais recentemente, Alanio e colaboradores (2015) conseguiram isolar a partir da 
infecção experimental de camundongos e uma linhagem imortalizada de macrófagos in vitro 
uma subpopulação de C. neoformans (H99, var. grubii) com características compatíveis à de 
células dormentes. As células isoladas dos pulmões e macrófagos apresentavam 
características metabólicas específicas (incluindo atividade mitocondrial aumentada e 
neoglicogênese diminuída) por meio de análise gênica e baixa resposta ao estresse de acordo 
com a fraca marcação com CMFDA, um marcador do antioxidante glutationa. Ademais, 
exibiram latência de crescimento, por sua vez passível de resgate por meio da adição de soro 
fetal. Interessantemente, não encontraram a correlação desses parâmetros com células de 
tamanho aumentado, compatível com o de células titãs, leveduras de C. neoformans de 
grande diâmetro e já propostas como de papel na dormência (ZARAGOZA & NIELSEN, 
2013). 
 Recentemente, esse mesmo grupo de pesquisa, motivado a produzir grandes 
quantidades de células detentoras desse fenótipo dormente, conseguiu padronizar um 
protocolo para sua obtenção in vitro baseado na aplicação consecutiva dos estresses limitação 
de nutrientes e hipóxia (HOMMEL et al., 2019). Por meio da combinação de técnicas de 
avaliação de viabilidade por sondas usando citometria e microscopia, bem como 
metodologias para a análise de culturabilidade (i.e. capacidade da célula fúngica formar uma 
colônia), descreveram pela primeira vez o fenótipo de células VBNC em C. neoformans. 
Ademais, através de abordagens ômicas (proteômica, secretômica, metabolômica e 
transcriptômica) mostraram que essas células apresentavam um perfil específico, que ao lado 
de outras características observadas, se assemelhava ao perfil de células dormentes 
previamente isoladas de camundongos. Ainda, mostraram a possibilidade de reativação das 
células por meio do uso do ácido pantotênico (PA), molécula envolvida no quorum sensing 
e precursor de acetil-CoA (ALBUQUERQUE et al., 2013). Em suma, esse estudo abriu 






1.5. Resposta imune a C. neoformans 
A evolução clínica da criptococose, especialmente a causada por C. neoformans, é 
dependente da higidez do hospedeiro e por conseguinte sua competência imunológica. De 
fato, a reativação da infecção latente e manifestação da doença ocorre tipicamente quando há 
o comprometimento da imunidade mediada por células. Paradoxalmente, a recuperação da 
imunidade também pode ser associada a piores prognósticos, como nos quadros de síndrome 
inflamatória de reconstituição imunológica (SIRI), o que exemplifica a complexidade da 
resposta imune na criptococose. Não obstante, a imunidade inata coloca-se na interface com 
os fungos e a imunidade adaptativa, representando a primeira linha de defesa e exercendo 
papel determinante no controle da infecção criptocócica. Sua versatilidade é reflexo de seus 
componentes celulares, engajados em funções de reconhecimento, quimiotaxia, ativação da 
resposta imune adaptativa e combate direto ao fungo. Essas funções são desempenhadas em 
maior ou menor grau por células dendríticas, neutrófilos, macrófagos, entre outras, por sua 
vez também diferindo em papel e importância na criptococose (CAMPUZANO et al., 2018). 
As células dendríticas são consideradas excepcionais células apresentadoras de 
antígenos (APCs), habilmente capazes de processar componentes do fungo, incluindo 
GXMgal e manoproteínas, apresentando-os a e ativando linfócitos T via complexo principal 
de histocompatibilidade II (MHC-II) e expressão de moléculas coestimulatórias como 
CD80/86 e a secreção de IL-12. Como resultado, orquestram respostas adaptativas protetoras 
frente à infecção criptocócica (figura 6) (PIETRELLA et al., 2005; LAROCQUE-DE-
FREITAS et al., 2018; WOZNIAK, 2018). Além disso, são capazes de eliminar leveduras 
internalizadas por meio de componentes lisossomais, como a catepsina B, e mecanismos 
oxidativos (WOZNIAK et al., 2008; HOLE et al., 2012; CAMPUZANO et al., 2018). 
Neutrófilos têm sido mais explorados quanto à sua capacidade antifúngica frente a C. 
neoformans, seja por mecanismos oxidativos ou não-oxidativos - que incluem calprotectina 
e defensinas (CHATURVEDI et al., 1996; MAMBULA et al., 2000) -, sendo ambos 
mecanismos encontrados em suas armadilhas extracelulares (NET) (ROCHA et al., 2015). 
Contudo, a presença dessas células não só é dispensável em respostas protetoras (WOZNIAK 
et al., 2012) como respostas neutrofílicas têm sido associadas ao aumento da carga fúngica e 
mortalidade em pacientes e camundongos (MEDNICK et al., 2003; OSTERHOLZER et al., 




Figura 6. Resposta Imune na criptococose. Adaptado de Elsegeiny e colaboradores (2018). 
Dentre os fagócitos, são os macrófagos as células mais relevantes e estudadas no 
contexto da criptococose. A dinâmica de interação com C. neoformans inicia desde a primo-
infecção, quando macrófagos residentes, população leucocitária predominante nos alvéolos, 
reconhecem seus propágulos infectantes e os fagocitam, levando ao recrutamento de outros 
leucócitos por meio da produção de quimiocinas como CCL2, e à formação de uma resposta 
granulomatosa de contenção (figura 6) (LOHMANN-MATTHES, 1994; CAMPUZANO & 
WORMLEY, 2018).  
Assim como para outros fagócitos, essa internalização é dependente de componentes 
do sistema complemento ou mediada pela ligação de anticorpos, praticamente inexistindo a 
fagocitose na ausência de opsonização (BOLANÕS & MITCHELL, 1989) devido a 
propriedades antifagocíticas de C. neoformans (JOHNSTON & MAY, 2013; BOJARCZUK 
et al., 2016). A fagocitose é sucedida pela compartimentalização do fungo nos fagossomos, 
que passam por um processo de maturação concomitantemente à sua fusão com lisossomos, 
acidificação e alteração de componentes internos e de sua membrana (figura 7). Neste 
ambiente, o fungo é exposto a mecanismos antifúngicos não oxidativos, como enzimas 
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hidrolíticas, e oxidativos, representados por espécies reativas de oxigênio (ROS) e nitrogênio 
(principalmente o óxido nítrico ou NO) (GARCÍA-RODAS & ZARAGOZA, 2012). 
 
Figura 7. Plasticidade fenotípica do macrófago na criptococose. Adaptado de Wager e Wormley 
(2015). 
Por sua vez, mediante a expressão de diversos fatores de virulência mencionados 
anteriormente, C. neoformans é capaz de resistir a esses mecanismos microbicidas 
promovendo: a perturbação da maturação do fagolisossomo, ao dificultar a acidificação, 
fluxo de cálcio, e atividade proteolítica (SMITH et al., 2015; FU et al., 2018); danos à 
membrana do fagolisossomo (TUCKER et al., 2002; DAVIS et al., 2015); e sequestro e 
neutralização de ROS e NO (WANG et al., 1995; CHATURVEDI et al., 1996; DE JESÚS-
BERRÍOS et al., 2003). Além disso, suas leveduras são também capazes de tolerar o baixo 
pH do fagolisossomo, e exibem melhor crescimento nesse do que quando a alcalinização é 
induzida experimentalmente (LEVITZ et al., 1999). No fagolisossomo subvertido, o fungo 
evita a vigilância imune e células competentes na sua eliminação, e é capaz de sobreviver e 
proliferar, caracterizando-o como um patógeno intracelular facultativo (FELDMESSER et 
al., 2000).  
Assim, estudos em diferentes modelos animais indicam que a permanência do fungo 
no hospedeiro está intimamente relacionada ao abrigo intracelular fornecido pelo macrófago, 
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creditado como provável sítio celular da infecção criptocócica latente (GOLDMAN et al., 
2000; FELDMESSER et al., 2000; DROMER et al., 2011). Essa teoria foi reforçada pela 
demonstração da existência de uma pequena população de leveduras exibindo fenótipo de 
dormência durante a infecção de uma linhagem de macrófagos murinos imortalizados 
(ALANIO et al., 2015). 
Entretanto, considerando a reativação e/ou prosseguimento e disseminação da 
infecção, a etapa de residência intracelular é temporária, e resulta no retorno do fungo à 
matriz extracelular mediante diferentes mecanismos. Os mecanismos de escape incluem a 
exocitose lítica, que leva à lise e morte do macrófago; e a exocitose não lítica, sem prejuízo 
para nenhuma das células em interação, prevenindo alarmar o sistema imune do hospedeiro. 
A transmissão das leveduras entre macrófagos adjacentes também é uma possibilidade, e 
evita sua exposição ao ambiente extracelular (WAGER et al., 2016). É hipotetizado que essa 
habilidade do fungo em parasitar transientemente o macrófago contribua para a sua migração 
para o SNC carreado por esse último, que é abandonando após o atravessamento da BHE. 
Esse mecanismo é conhecido como cavalo de Tróia (CHARLIER et al., 2009). Além deste, 
mecanismos alternativos para a invasão do SNC são admitidos (CHANG et al., 2004; 
OLSZEWSKI et al., 2004). 
Nesse contexto, macrófagos apresentam um papel imunológico paradoxal na infecção 
por C. neoformans, atuando tanto na contenção e eliminação do fungo, quanto contribuindo 
para a sua persistência, proliferação e disseminação no hospedeiro (MCQUISTON & 
WILLIAMSON, 2012). De fato, embora a depleção de macrófagos alveolares resulte no 
agravamento da infecção em ratos (SHAO et al., 2005), em camundongos leva à redução da 
carga fúngica pulmonar e cerebral, bem como da severidade da doença (SHAO et al., 2005; 
KECHICHIAN et al., 2007; CHARLIER et al., 2009). Considerando as diferenças de 
susceptibilidade entre ratos e camundongos, avaliados como hospedeiros resistentes e 
susceptíveis à criptococose, respectivamente, esses estudos em conjunto sugerem que a 
proteção frente à infecção criptocócica reside na adequada ativação dos macrófagos. 
Evidências crescentes indicam que essa adequada ativação ocorre no contexto da polarização 
M1/M2 (WAGER et al., 2016). 
Macrófagos são células de alta plasticidade fenotípica e funcional, passíveis de 
modulação por estímulos ambientais, sejam eles exógenos (e.g. microrganismos e seus 
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componentes) ou endógenos (e.g. citocinas) (figura 7). Nesse sentido, um microambiente 
composto predominantemente de citocinas de um perfil pró-inflamatório, com IFN-ɣ e/ou 
TNF-ɑ, levam a ativação clássica de macrófagos, associada a uma otimizada produção de 
ROS e NO, superior capacidade fungicida e controle da infecção criptocócica, sendo esses 
macrófagos denominados M1 (VOELZ et al., 2009; DAVIS et al., 2013, 2015). 
Experimentos com leveduras de C. neoformans engenheiradas para a expressão dessas 
citocinas no curso da infecção têm corroborado essa visão (WAGER et al., 2018; FA et al., 
2019). Na infecção por leveduras selvagens, essas citocinas são produzidas principalmente 
por linfócitos T auxiliares do tipo 1 (Th1) e células NK (ZHANG et al., 1997; NEAL et al., 
2017). Macrófagos M1 podem ser identificados por marcadores como INOS, supressor de 
sinalização de citocinas 3 (SOCS3) e o transdutor de sinal e ativador da transcrição 1 
(STAT1) (WILSON et al., 2014; WAGER et al., 2016). 
Divergentemente, a exposição de macrófagos a citocinas como IL-4 e/ou IL-13 
direciona para a ativação de um fenótipo alternativo conhecido como M2 (figura 7). Neste 
estado, macrófagos apresentam reduzida atividade microbicida, permitindo a proliferação 
intracelular e disseminação do fungo (VOELZ et al., 2009; DAVIS et al., 2013). Os 
marcadores deste fenótipo incluem a expressão do receptor de manose (CD206) e a arginase-
1, enzima que compete pelo substrato da INOS, arginina, consequentemente afetando a 
produção de NO e citrulina. Por outro lado, a atividade da enzima resulta na produção de L-
ornitina e ureia (RATH et al., 2014; WAGER et al., 2016). 
Esses dois fenótipos coexistem no hospedeiro, podendo os macrófagos transitarem de 
um para o outro (figura 7). De fato, o predomínio da população de células M1 ou M2 alterna 
no curso da criptococose, sendo o deslocamento para uma polarização M2 acompanhado da 
piora do quadro da doença (ARORA et al., 2011; DAVIS et al., 2015). Consistentemente, a 
indução da deficiência de citocinas da resposta Th1 por meio da inativação gênica ou 
neutralização por anticorpos leva a uma redução da sobrevida de camundongos infectados 
(HOAG et al., 1997; DECKEN et al., 1998; CHEN et al., 2005). 
Por sua vez, C. neoformans é capaz de interferir e influenciar na modulação dessas 
respostas no hospedeiro, geralmente induzindo a resposta não protetora Th2 por meio da 
expressão de fatores de virulência como urease e lacase (OSTERHOLZER  et al., 2009; QIU 
et al., 2012; WANG et al., 2015). Não obstante, acredita-se que a presença concomitante de 
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elementos da resposta Th2 seja favorável no curso da doença ao contrabalancear uma 
resposta Th1 excessiva (COELHO et al., 2014; GRAHNERT et al., 2014; SATO et al., 2015). 
Assim, a resposta imune na criptococose é complexa e ainda relativamente pouco 
compreendida. Primeiramente, extrapola a histórica dicotomia Th1/Th2, com descrições 
mais recentes da participação de outras respostas como a Th17. Essa resposta é mediada pela 
produção da citocina IL-17 em resposta a outras como IL-1β, IL-6, TGFβ e IL-23, 
contribuindo para o controle da carga fúngica juntamente à resposta Th1, embora na presença 
desta última seja dispensável (ZHANG et al., 2009; WOZNIAK et al., 2011; LAROCQUE-
DE-FREITAS et al., 2018). Além disso, evidências clínicas e experimentais têm se 
acumulado no sentido de apontar a patologia da criptococose, em uma parcela dos casos, 
como decorrente da própria exacerbação de respostas imunes e seus mecanismos concebidos 
tradicionalmente como adequados e benéficos ao hospedeiro (PIROFSKI & 
CASADEVALL, 2017). Esse paradoxo é evidenciado por casos de pacientes com infecções 
concomitantes por C. neoformans e HIV que manifestaram SIRI após o início da terapia 
antirretroviral (TARV), e representam de 10 a 20% dos pacientes com meningite associada 
ao HIV (BICANIC et al., 2009; TENFORDE et al., 2017). Nesses pacientes, observa-se a 
ativação robusta de uma resposta Th1, produção de IFN-ɣ e dano neurológico acentuado 
(BICANIC et al., 2009; MEYA et al., 2015, 2016).  
Essa resposta paradoxal não é restrita a pacientes HIV+, e pode ser observada de 
forma semelhante mediante a redução de terapia imunossupressora, sendo denominada 
síndrome da resposta inflamatória pós-infecciosa (SRIPI) (PANACKAL et al., 2015; 
WILLIAMSON et al., 2015). Experimentos conduzidos com camundongos imunodepletados 
de células T auxiliares ou camundongos deficientes de RAG-1 reconstituídos dessas células 
corroboraram o envolvimento de células TCD4+ na patogênese dessas síndromes 
inflamatórias (ESCHKE et al., 2015; NEAL et al., 2017). 
Dessa forma, se em um extremo da doença constituído de fraca ou inadequada (Th2) 
resposta imune os danos teciduais são causados pela expressão de fatores de virulência e 
proliferação desenfreada do fungo (revisado em CASADEVALL et al., 2018), o extremo 
oposto é caracterizado pelo dano associado a hiperativação da resposta imune Th1/Th17 
(figura 6) (PIROFSKI & CASADEVALL, 2017). Esses danos auto infligidos pelo 
hospedeiro podem ser gerados por mecanismos clássicos de resistência a microrganismos 
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(e.g. NO, ROS e enzimas proteolíticas) quando estes são acompanhados de necrose, 
deposição anormal de colágeno, fibrose tecidual ou formação de edemas, podendo assim 
comprometer o funcionamento adequado do órgão (CHEN & NUÑEZ, 2010; SHURIAN & 
QURESHI, 2019). Haja vista que os órgãos acometidos geralmente apresentam baixa 
capacidade regenerativa, como pulmões e cérebro, é frequentemente benéfico ao hospedeiro 
que tais mecanismos de resistência sejam assistidos e equilibrados por mecanismos de 
tolerância (e.g. secreção de IL-10, exaustão de células T efetoras ou indução de sua 
subpopulação T regulatória). Assim, ocorre o amortecimento dos danos, manutenção da 
homeostase tecidual e funcionalidade do órgão, mesmo que às custas do comprometimento 
da capacidade de contenção da carga fúngica (SHURIAN & QURESHI, 2019). 
A resposta imune, protetora ou não, é iniciada e coordenada a partir do 
reconhecimento de padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) ou a danos 
(DAMPs) por receptores de reconhecimento de padrões (PRRs) distribuídos na superfície 
celular e em sítios intracelulares dos fagócitos. Embora a cápsula envoltória de C. 
neoformans obstrua o reconhecimento de PAMPs da parede celular, os próprios constituintes 
da cápsula podem interagir com e ativar receptores, como é o caso do GXM e os receptores 
do tipo Toll TLR2 e TLR4 (SHOHAM et al., 2001). Enquanto a ligação a este último não 
surte efeito na produção de citocinas ou na resposta frente a C. neoformans, o engajamento 
de TLR2 leva à promoção de citocinas do perfil Th1, bem como a redução da carga fúngica 
pulmonar e atraso da mortalidade de camundongos (YAUCH et al., 2004; BIONDO et al., 
2005). O receptor TLR9, ligante de DNA genômico de C. neoformans, também elicita um 
perfil Th1 e o recrutamento leucocitário, refletindo em uma maior resistência à infecção 
criptocócica pulmonar murina (NAKAMURA et al., 2008; QIU et al., 2012). 
Dentre os receptores de lectina do tipo C (CLRs), apenas o receptor de manose tem 
demonstrado papel protetor frente à infecção criptocócica, sendo sua deficiência atrelada ao 
aumento da carga fúngica pulmonar e à aceleração da morte em ensaios de sobrevivência 
(NAKAMURA et al., 2007, 2015; CAMPUZANO et al., 2017; DAN et al., 2008). Entretanto, 
outros integrantes dessa família, como dectina-1 e dectina-2, podem contribuir em processos 
como a fagocitose, bem como na modulação para a produção de citocinas do perfil Th1, no 
caso desse último (NAKAMURA et al., 2015; LIM et al., 2018).  
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O receptor citosólico NLRP3, pertencente à família NOD, também já foi descrito 
como importante na resposta anti-criptocócica. Quando ativado em resposta a PAMPs ou 
DAMPs, esse receptor medeia a montagem de uma plataforma enzimática multiproteica 
denominada inflamassoma, que regula a maturação e secreção de IL-1β e IL-18 (KELLEY 
et al., 2019). A deficiência de receptores para essas citocinas ou de componentes do complexo 
do inflamassoma leva ao aumento da carga fúngica e à redução da sobrevivência de 
camundongos infectados com C. neoformans (WANG et al., 2011; LEI et al., 2013; 








2.1. Objetivo geral: 
Considerando a importância da infecção latente na patofisiologia da infecção de C. 
neoformans, este trabalho visa investigar sítios reservatórios alternativos para a infecção 
criptocócica latente em modelo animal, bem como esclarecer o papel dos macrófagos na 
manutenção e/ou reativação da dormência de leveduras de C. neoformans. 
 
2.2. Objetivos específicos: 
• Caracterizar fenotipicamente linhagens transformantes fluorescentes de C. 
neoformans; 
• Avaliar a aplicabilidade de linhagens fluorescentes como ferramenta para o estudo da 
dormência em C. neoformans; 
• Avaliar e caracterizar o uso de linhagens transformantes fluorescentes em ensaios de 
interação com macrófagos murinos; 
• Estudar a dinâmica da disseminação de C. neoformans em modelo experimental 
murino; 
• Analisar a resposta transcriptômica do macrófago murino na interação com leveduras 
dormentes ou não-dormentes de C. neoformans; 
• Investigar o efeito de diferentes perfis de ativação de macrófagos na manutenção ou 




3. CAPÍTULO I – CARACTERIZAÇÃO E USO DE LINHAGENS 
FLUORESCENTES PARA ANÁLISE DA INTERAÇÃO 
CRYPTOCOCCUS-HOSPEDEIRO  
A fim de aperfeiçoar metodologias para o estudo da interação patógeno-hospedeiro 
no contexto da criptococose, nosso grupo de pesquisa desenvolveu linhagens fluorescentes 
repórteres de C. neoformans. Dados anteriores do laboratório detectaram a presença de 
unidades formadoras de colônias na medula óssea de camundongos após uma infecção 
pulmonar experimental com C. neoformans. A partir deste resultado, despertamos interesse 
na investigação de sítios reservatórios para a infecção criptocócica latente, tema que ainda 
hoje é alvo de debate, e será abordado no próximo capítulo desta tese.  
Haja vista que a colonização do órgão é o primeiro passo na formação de um sítio 
reservatório, decidimos lançar mão do uso de cepas fluorescentes no rastreamento da 
disseminação de C. neoformans no hospedeiro murino. Previamente, entretanto, foi 
necessário a caracterização/validação das linhagens fluorescentes quanto à expressão dos 
diversos fenótipos de C. neoformans, incluindo a dormência, bem como a aplicabilidade em 
ensaios de interação com o hospedeiro ou seus componentes celulares, temas deste capítulo. 
 
3.1. Materiais e métodos 
As etapas referentes à construção das linhagens transformantes e os testes iniciais de 
fenótipos e fatores de virulência de C. neoformans foram realizados pelo estudante de 
iniciação científica Marco Tulio Aidar, sob a supervisão da prof.a Dr.a Larissa Fernandes, 
integrantes do grupo de pesquisa do Laboratório de Imunologia Aplicada (LIA) (AIDAR et 
al., 2017). 
 
3.1.1. Condições de cultivo de C. neoformans 
As linhagens de C. neoformans selvagem, H99 (variedade grubii) e seus mutantes 
construídos foram cultivadas a 30ºC sob agitação de 100-180 rpm em meio YPD líquido 
(extrato de levedura 1%, glicose 2% e peptona 2%) ou sólido (ágar 2%) com pH = 5,6. 
Escherichia coli foi cultivada sob agitação de 150-200 rpm em meio LB líquido (peptona 




3.1.2. Meios de cultivo para testes de fenótipo e fatores de virulência 
As linhagens transformantes foram testadas quanto à expressão de fatores de virulência e 
características fenotípicas nas seguintes condições: estresse osmótico (1,5M Nacl), estresse 
na parede celular (0,5% Congo Red e 0,05% SDS), estresse oxidativo (H2O2), formação de 
cápsula (Sabouraud ácido diluído em MOPS), produção de melanina (Niger Seed Agar), 
urease (Christiansen’s Urea Agar), fosfolipase (solução com emulsão de ovo diluído em 1:1 
com PBS a 8% no meio) e acasalamento (Agar Filament). As culturas de C. neoformans 
foram lavadas duas vezes com salina tamponada com fosfato (PBS) após 24 h de crescimento 
a 37°C sob agitação de 150 rpm e ajustadas para 2x108 células/ml. Os inóculos para avaliação 
da formação de colônias nos meios estressores foram feitos a partir de uma suspensão de 
fungo a 2x108, decaindo a concentração até 2x103 células/ml. Para os testes de fatores de 
virulência foram usadas as concentrações de 2x107 células/ml para cada cepa testada. A 
quantificação da espessura da cápsula (diâmetro total celular – diâmetro do corpo celular 
delimitado pela cápsula) foi avaliada por meio do uso de tinta nanquim e observação de 50 
células por microscopia de luz. 
 
3.1.3. Construção dos plasmídeos 
Os genes HIS3 e PAB foram obtidos por PCR a partir do DNA genômico de C. neoformans 
de linhagem selvagem H99 variedade grubii. A reação de amplificação foi realizada com 
volume final de 25 µl contendo: 50 ng de gDNA template, 1X OneTac Polimerase MasterMix 
(New England Biolabs Inc., Ipswich, MA, USA) e 0,4 µM de cada primer (LF498/LF499 e 
LF502/503) para obtenção dos genes HIS3 e PAB que possuam extremidades com sítios de 
restrição para BamHI. Foram utilizados os seguintes ciclos de temperaturas: desnaturação 
inicial de 94ºC por 30 s, 35 ciclos de desnaturação a 94ºC por 30 s cada, anelamento a 55ºC 
por 30s, extensão de 68ºC por 3 min e extensão final de 68ºC por 10 min. Os fragmentos de 
DNA amplificados foram purificados a partir de gel de agarose 1% e QIAquick Gel 




Tabela 1. Primers utilizados. 
Oligo Alvo Nome Sequência Tamanho do fragmento 
1 5’ HIS3BHI LF498 CTAGGATCCATGGCCCGAACGA
AGCAGACC 
0,856kb 
2 3’ HIS3BHI LF499 CTAGGATCCGATAGTCGCCATC
AGCCAGTC 
3 5’ PABBHI LF502 CTAGGATCCATGTCCGTCGAAA
CCGCTACAT 
3,2kb 
4 3’ PABBHI LF503 CTAGGATCCGGGTGTTGAGGCC
TGTGAGTA 






6 5’ HIS3SacII LF513 TGGAGCTCCACCGCGGCTTCAT
GGCTCCTTGTCTCTG 




8 5’ NSL_Neo LF226 CCGGCTTCCATCCGAGTA HG – 3,9kb 
PG – 5,9KB 
GØ – 3,0KB 
(Usando Fp63) 
9 3’ GFP_R Fp63 CTACATCTCTTCCGTGTTAATAC HG – 2,1kb 
PG – 4,7KB 
GØ – 1,2KB 
(Usando LF22) 
10 5’ NSL_hph LF28 GCGGGAGATGCAATAGGTCAG HM – 3,7kb 
PM – 5,7KB 
MØ – 2,8KB 
(Usando Fp59) 
11 3’ MCHERRY_R Fp59 CTACATCTCTTCCGTGTTAATAC HM – 2,1kb 
PM – 4,2KB 
MØ – 1,2KB 
(Usando LF22) 




A clonagem foi realizada no plasmídeo pGEMTeasy (3000bp) após a obtenção dos genes 
com as extremidades restritivas de interesse. Para clonagem em pGEMTeasy foi utilizada 
uma proporção de 1:3 em relação à quantidade de inserto por reação, ou seja, para 25 ng de 
pGEMTeasy foi usado 21 ng de HIS3BHI (856bp) e 67 ng de PABBHI (2678bp), em uma 
reação contendo: 1X Tampão T4 DNA Ligase (New England Biolabs Inc., Ipswich, MA, 
USA), 1 µM ATP, 1 U T4 DNA ligase, para um volume final de 20 µl, incubado a 4ºC 
durante à noite (OV, overnight). Em seguida, os plasmídeos contendo os genes de interesse 
foram transformados em E. coli DH5 alfa por choque térmico, de acordo com o protocolo de 
Hall&Froger (2007). As colônias brancas de E. coli resultantes da transformação foram 
inoculadas em meio LB líquido para posterior miniprep e obtenção dos plasmídeos com os 
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insertos. A inserção foi confirmada por gel de agarose 1% e digestão do plasmídeo com 
BamHI em uma reação de 3 µg plasmídeo, 1X Tampão CutSmart (New England Biolabs 
Inc., Ipswich, MA, USA), 5 U BamHI-HF para um volume final de 20 µl. 
A obtenção dos insertos de HIS3BHI se deu por digestão com 20U BamHI-HF, 1X 
Tampão CutSmart e 20 µg plasmídeo num volume final de 2 0µl e PABBHI com 10 U 
BamHI, 10U BSAI, 1X Tampão CutSmart e 12 µg de plasmídeo num volume final de 30 µl. 
Os plasmídeos pCN50 (O’ Meara et al., 2010)  e pCN51 (Charpentier et al., 2004) que 
possuem os genes de GFP e mCherry, respectivamente, previamente obtidos por miniprep, 
foram digeridos com a mesma reação de 20 U BamHI-HF, 1X Tampão CutSmart e 20 µg 
plasmídeo num volume final de 20 µl e desfosforilados numa reação de 1 pmol plasmídeo, 
1X Tampão de reação Antartic Phosphatase (New England Biolabs Inc., Ipswich, MA, USA), 
5 U Antartic Phosphatase para um volume final de 20 µl, incubado a 37ºC por 30 min e a 
80ºC por 2 min para parar a reação. Os insertos e os plasmídeos desfosforilados foram 
purificados com QIAquick Gel Extraction Kit. A reação de ligação entre os plasmídeos 
pCN50 (7000bp), pCN51 (6800bp) desfosforilados e os insertos se deu na proporção de 1:5 
em relação aos insertos e se deu por 50 ng vetor, 1X Tampão T4 DNA Ligase, 1,5 µl ATP, 
1 U T4 DNA ligase, 22 ng HIS3BHI e 95,5 ng PABBHI para um volume final de 15 µl, 
incubado a 4ºC ON. Após a ligação, foram feitas transformações por choque térmico em E. 
coli e novas minipreps para obtenção dos plasmídeos.    
Para verificar a orientação do inserto, foram feitas digestões com enzimas de restrição 
específicas. pCN50/HIS3 (banda esperada de 1560bp) e pCN50/PAB (banda esperada de 
1760bp): 5 U KpnI, 1X Tampão CutSmart, 10 µg de plasmídeo em um volume final de 20 
µl; pCN51/HIS3 (banda esperada de 1581bp): 5 U HindIII, 1X Tampão CutSmart, 10µg de 
plasmídeo em um volume final de 20 µl; pCN51/PAB (banda esperada de 5179bp): 5U BglII, 
1X NEBufferTM 3.1 (New England Biolabs Inc., Ipswich, MA, USA), em um volume final de 
20µl. Todas as bandas esperadas foram verificadas por gel de agarose 1% e visualizadas sob 
luz ultravioleta.  
As construções HIS3-GFP, PAB-GFP, Ø GFP, HIS3-mCherry e Ø mCherry foram obtidas 
a partir de PCR. As reações foram feitas com 50 µl de volume final contendo: 50 ng DNA 
template, 1X MasterMix Taq LongAmpTM (New England Biolabs Inc., Ipswich, MA, USA), 
0,2 µM de cada primer (LF512/LF513 para HIS3-GFP, PAB-GFP e Ø GFP; LF512/LF514 
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para HIS3-mCherry e Ø mCherry) com o seguinte ciclo: desnaturação inicial a 94°C por 
1min, 35 ciclos de desnaturação a 94°C por 30 seg cada, anelamento de 59°C por 1 min, 
extensão a 65°C por 4 min e extensão final a 64°C por 10 min. A construção PAB-mCherry 
foi obtida a partir de digestão na seguinte reação: 10 µg DNA template, 10 U HindIII-HF, 
10U SpeI, 1X Tampão CutSmart e incubada a 37°C ON em um volume final de 20 µl. Os 
cassetes obtidos foram inseridos nos plasmídeos pSDMA57 (marca de resistência para 
Neomicina) e pSDMA58 (marca de resistência para Higromicina B) (ARRAS et al., 2015) 
por possuírem tais marcas de resistência, sendo clonados os insertos contendo os genes de 
GFP e mCherry, respectivamente. O plasmídeo pSDMA57 foi digerido com enzimas de 
restrição em reação contendo: 20 µg plasmídeo, 20 U SacII, 20 U ClaI, 1X Tampão CutSmart 
e incubada a 37ºC ON, em um volume final de 40 µl para posterior recombinação com os 
cassetes HIS3-GFP, PAB-GFP, Ø GFP. O plasmídeo pSDMA58 foi digerido com enzimas 
restrição em reação contendo: 10 µg plasmídeo, 10 U SpeI, 10U ClaI, 1X Tampão CutSmart 
em um volume final de 20 µl e incubada 37°C ON. As reações de recombinação foram feitas 
contendo: 100 ng de plasmídeo e cassetes em reações separadas e usando In-Fusion PCR 
Cloning Kit (Clontech Laboratories Inc., Mountain View, CA, USA), em um volume final 
de 10 µl e um ciclo de 37ºC por 15 min e 50ºC por 15 min. Para a ligação de pSDMA58 com 
PAB-mCherry foi feita uma reação contendo: 50 ng plasmídeo, 154,7 ng PAB-mCherry para 
uma proporção de 1:5 em relação aos cassetes, 1X Tampão T4 DNA Ligase, 1 µM ATP, 1 
U T4 DNA ligase, para um volume final de 16 µl, incubado a 4ºC ON. 
Para confirmar a inserção dos cassetes nos plasmídeos pSDMA57 e pSDMA58 foram 
feitas digestões com enzimas de restrição específicas. Para HIS3-GFP e PAB-GFP usou-se 
as seguintes enzimas e reações: 10 µg plasmídeo, 5 U ClaI, 5 U EcoRI-HF, 1X Tampão 
CutSmart, em um volume final de 20µl e incubadas a 37°C ON, gerando os fragmentos de 
1,5 kb, 2,0 kb e 2,4 kb. Para Ø GFP: 10µg plasmídeo, 5U ClaI, 5U SacI, 1X Tampão 
CutSmart em um volume final de 20µl incubadas a 37°C ON, formando-se bandas de 1,5kb 
e 6kb. Para PAB-mCherry: 10µg plasmídeo, 5U HindIII, 5U SpeI, 1X Tampão CutSmart em 
um volume final de 20µl incubadas a 37°C ON, formando-se bandas de 4,0kb e 6,3kb. Para 
HIS3-mCherry e Ø mCherry: 10µg plasmídeo, 5U SpeI, 5U ClaI, 1X Tampão CutSmart em 
um volume final de 20µl incubadas a 37°C ON, formando-se bandas de 1,5kb e 2,0kb, 




3.1.4. Transformação em C. neoformans por biobalística 
C. neoformans cepa H99 foi cultivado em 50 ml de YPD líquido por 24 h a 30°C e agitação 
de 120rpm, lavadas uma vez e a 4000rpm por 5min com solução salina estéril (NaCl 0,9%), 
ressuspendidas em um volume de 6ml (1ml por placa), espalhadas em placas de YPD + 
Sorbitol 1M e deixadas secando no fluxo laminar estéril à temperatura ambiente por 1 h. Uma 
suspensão de 50 µl de partículas de tungstênio (previamente esterilizadas) foi adicionada em 
tubos eppendorfs separados contendo 5 µl DNA (1 µg), 5 µl CaCl2 estéril (2,5 M), 20 µl 
espermidina estéril (0,1 M) e misturados lentamente por 10min. Foi adicionado 150 µl de 
etanol absoluto e centrifugado à 13000 rpm por 10 s três vezes para remoção do DNA que 
não estava precipitado nas partículas de tungstênio. Ao final da lavagem, foi adicionado 4 µl 
de etanol absoluto em cada tubo contendo o DNA precipitado nas partículas de tungstênio, 
passados rapidamente em banho sonicador e imediatamente aplicados nos discos contendo 
as membranas carreadoras previamente esterilizadas. As membranas com as partículas foram 
depositadas em recipientes contendo sílica por 30min antes dos tiros. As partículas foram 
aceleradas em ambiente contendo vácuo e pressão provocada por gás Hélio (membrana de 
pressão de 1250 psi, BioRad) e atiradas em cultura de C. neoformans H99 em meio YPD + 
Sorbitol 1 M em um BioRad PDS-1000/He. Depois dos tiros, as placas foram armazenadas 
em estufas a 30°C por 16 h e a cultura transformada foi lavada com 5 ml de solução salina. 
As células transformadas foram plaqueadas em meio seletivo contendo 200 µg de Neomicina 
(para os mutantes com o gene de GFP) e Higromicina B (para os mutantes com o gene de 
mCherry) e incubadas a 30°C por 7 dias. As colônias obtidas foram plaqueadas em meio 
YPD e analisadas em microscópio de fluorescência e citometria de fluxo. 
 
3.1.5. Microscopia de fluorescência 
As linhagens mutantes e selvagem foram avaliadas quanto à fluorescência emitida e ao 
endereçamento correto das proteínas fluorescentes por meio de visualização em microscópio 
de fluorescência Axiovert 100, (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha) com os filtros 38 HE 
(verde), 63 HE (vermelho) e DIC (contraste de fase) ou campo claro nas objetivas de 40 x, 
60 x e 100 x (usando óleo de imersão). As imagens foram processadas e ajustadas no software 




3.1.6. Uso de animais para experimentação 
Todos os procedimentos envolvendo os camundongos e seus cuidados foram aprovados 
pelo Comitê de Ética Animal da Universidade de Brasília (UnBDoc nº 66729/2016) e 
conduzidos de acordo com as diretrizes do Conselho Brasileiro de Controle de 
Experimentação Animal (CONCEA). 
 
3.1.7. Análise de citometria de fluxo 
As medições da intensidade de fluorescência emitida pelas linhagens transformantes 
foram realizadas por citometria de fluxo. As leveduras das cepas selvagem e mutantes foram 
cultivadas como mencionado acima, lavadas e ressuspensas (5x105 células/mL) em PBS para 
aquisição por citômetro de fluxo FACSVerse (BD). Os dados foram analisados com o 
programa FlowJo v.10. A mediana da intensidade de fluorescência (IFM) obtida de cada 
transformante foi normalizada para a linhagem selvagem (valor IFM do transformante/valor 
IFM da linhagem WT) para permitir a computação do incremento na emissão de 
fluorescência em relação à linhagem parental. 
 
3.1.8. Geração de macrófagos derivados da medula óssea 
Os macrófagos derivados da medula óssea foram obtidos por um método descrito 
anteriormente (MARIM et al., 2010). Resumidamente, os fêmures e as tíbias murinas foram 
dissecados de camundongos C57BL/6 de 10 a 12 semanas de idade e lavados com RPMI-
1640 gelado (Sigma-Aldrich) para liberar células da medula óssea. As células foram 
centrifugadas (300 × g, 5 min, 4ºC), ressuspensas em tampão de lise de hemácias (Red Blood 
Cell Lysis Buffer; Sigma-Aldrich), lavadas e semeadas a 2x106 células/placas de Petri em 10 
mL de meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) contendo 20% de soro fetal bovino inativado pelo 
calor (SBF), 10% de meio condicionado de fibroblastos L929 e 50 μg/mL de gentamicina em 
atmosfera de CO2 a 5% e temperatura de 37ºC. No dia 4 de cultivo, a cultura celular recebeu 
mais 10 mL de meio completo fresco. No dia 8, as monocamadas de macrófagos foram 
lavadas com meio aquecido a 37ºC e desaderidas usando TrypLETM Express (Gibco). Em 
seguida, as células foram lavadas, ressuspensas em meio experimental, composto de RPMI 




3.1.9. Ensaios de infeção em Galleria mellonella 
Para os ensaios de virulência in vivo, as lagartas de G. mellonella, no último estágio larval, 
foram mantidas no escuro a 25 °C e utilizadas para a infecção. As cepas de C. neoformans 
foram cultivadas e lavadas como mencionado acima e ressuspendidas em PBS a 1x106 
leveduras/mL. Para cada linhagem testada, 14 a 17 larvas por grupo foram inoculadas na 
penúltima pata com 10 μl (contendo 5x104 células) da suspensão fúngica usando uma seringa 
Hamilton e, posteriormente, foram mantidas a 37ºC. Um grupo controle não infectado 
recebeu apenas PBS. As larvas foram examinadas diariamente após a inoculação e o escore 
de larvas mortas foi utilizado na montagem de curvas de sobrevivência para análise pelo 
método de Kaplan-Meier usando os testes estatísticos log rank e Wilcoxon (MYLONAKIS 
et al., 2005). Após 5 dias de infecção, amostras de larvas mortas foram inoculadas com 100 
uL de PBS para posterior recuperação da hemolinfa. Esta foi diluída 10 x com PBS, e 
analisada usando um microscópio de fluorescência Axiovert 100 para visualizar as células 
fúngicas e a avaliar a manutenção da emissão fluorescente. 
 
3.1.10. Ensaios de fagocitose com macrófagos murinos 
 A análise da fagocitose dos transformantes foi avaliada por meio de 3 técnicas: i) 
microscopia de luz comum e coloração com Panótico Rápido; ii) microscopia de 
fluorescência; e iii) citometria de fluxo. Todos os transformantes foram avaliados pela técnica 
“i”, metodologia padrão para avaliação de fagocitose de leveduras, e que prescinde que a 
linhagem fúngica emita fluorescência. Vale ressaltar que há variações do corante utilizado, 
que pode ser substituído por Giemsa ou outros corantes adequados. Anteriormente a interação 
fungo-macrófago, os macrófagos foram semeados a 5x104 leveduras por poço na placa de 96 
poços para adesão à superfície. Em paralelo, as leveduras de C. neoformans foram 
opsonizadas com 10 µg/mL do anticorpo monoclonal 18B7 anti-GXM (uma doação de 
Arturo Casadevall) durante 20 minutos e utilizadas para infecção de macrófagos em uma 
Multiplicidade de Infecção (MOI) de 5. Após 2 h de infecção, os poços foram lavados para 




 Para a microscopia de luz comum, prosseguiu-se com a coloração com Panótico 
Rápido (Laborcin), técnica de coloração hematológica que usa a combinação de um fixador 
(metanol) e corantes acidófilos e basófilos para a coloração do macrófago e também da 
levedura. Para a microscopia de fluorescência, foi necessária uma prévia marcação da 
linhagem selvagem com o fluoróforo Isotiocianato de fluoresceína (ou FITC, do inglês, 
Fluorescein isothiocyanate). Para isso, as leveduras foram incubadas por 10 minutos em PBS 
a 0,5 mg/mL de FITC (Sigma-Aldrich) e lavadas por repetidas vezes, de acordo com Chaka 
e colaboradores (1995). Posteriormente, foram opsonizadas e utilizadas para o ensaio de 
interação. Decorridas as 2 h deste ensaio, a monocamada de células foi lavada, e as células 
foram fixadas com uma solução tamponada de paraformaldeído a 4% por 20 minutos e 
analisadas posteriormente por microscopia de fluorescência a uma ampliação de 200 x. A 
porcentagem de fagocitose foi calculada de acordo com Roilides et al. (1998), dividindo o 
número de macrófagos com 1 ≥ levedura fagocitada pelos macrófagos observados 
multiplicados por 100. Além disso, o índice fagocítico foi obtido calculando o número médio 
de fungos internalizados por fagócito. 
 Para a citometria de fluxo, os macrófagos foram semeados (1,2x106) em placas de 
petri de 5 mm de diâmetro e sem tratamento para a adesão celular. A infecção se deu 
conforme descrito acima, e incluiu o uso da linhagem selvagem marcada com FITC. Em 
seguida, a monocamada de células foi lavada com PBS aquecido, desaderida, e marcada com 
anticorpo anti-CD11b conjugado a APC, na presença de PBS+2% SFB (para bloqueio de 
marcações inespecíficas), para a identificação dos macrófagos. Um anticorpo isotípico 
conjugado a APC foi utilizado como controle de marcação inespecífica. Posteriormente, a 
suspensão de células foi lavada e submetida à citometria de fluxo. A taxa de fagocitose foi 
obtida após a prévia seleção (“gatting”) de eventos CD11b+ (macrófagos) seguida do cálculo 
percentual da quantidade de eventos positivos para FITC/GFP (representativos de 
macrófagos contendo leveduras fluorescentes internalizadas) em relação a quantidade de 
eventos totais (i.e. positivos ou negativos para FITC/GFP, representativos de macrófagos 





3.1.11. Ensaio de morte fúngica com macrófagos murinos 
 Anteriormente a interação, os macrófagos foram ativados com 1 µg/mL de LPS 
(Sigma-Aldrich) e 20 ng/mL de IFN-ɣ (Invitrogen) durante 3 horas. Em paralelo, as leveduras 
de C. neoformans foram opsonizadas como anteriormente e utilizadas para a infecção de 
macrófagos (MOI 2). Após 2 h de infecção, a monocamada de macrófagos foi lavada para a 
remoção de leveduras não fagocitadas, lisada com agua destilada a 0,05% de SDS (as células 
de C. neoformans não sofrem lise nessas condições), e a suspensão fúngica resultante foi 
submetida a uma diluição seriada em PBS e plaqueada em meio agar Sabouraud a 30ºC para 
a determinação das unidades formadoras de colônias (UFC). Este grupo foi utilizado como 
controle da taxa de leveduras internalizadas. Outro grupo, para determinação de capacidade 
fungicida, prosseguiu com a infecção após a lavagem do poço até atingir 24 h de interação. 
A morte do fungo foi calculada a partir da diferença percentual da contagem de UFC entre o 
grupo de determinação de capacidade fungicida (24 h) e o grupo de determinação de 
fagocitose (2 h) de cada linhagem testada. 
 
3.1.12. Obtenção de células dormentes de C. neoformans  
Leveduras de C. neoformans cepa H99O (variedade grubii) armazenadas a -80ºC foram 
semeadas em meio Sabouraud Dextrose Agar (SDA) à 30ºC. Após 2 a 5 dias de crescimento, 
as leveduras (aproximadamente 107 células) foram coletadas com uma alça de repique e 
ressuspendidas um frasco T25cm² com tampa ventilada contendo 10 mL de meio líquido 
YPD (1% extrato de leveduras, 2% peptona e 2% dextrose, pH 6-6,5) (BD Difco) a 150 rpm 
e 30ºC durante 22 horas. Para garantir que a cultura atingisse a fase estacionária (S-Cn), 100 
uL dessa pré-cultura (primária) foi utilizada como inóculo em novo meio submetido a mais 
22 horas de incubação (cultura secundária). 
Para a obtenção de leveduras dormentes, a cultura secundária, de fase estacionária, 
foi acondicionada em um saco plástico selado contendo um gerador de atmosfera hipóxica 
(<0,1% de oxigênio) (GENbag anaero, Biomérieux), e incubada durante 7 dias no escuro a 
30ºC, sem rotação, de acordo com Hommel e colaboradores (2019) (Figura 8). A 
culturabilidade e viabilidade das culturas foi monitorada a cada experimento a fim de 
confirmar o fenótipo de células dormentes vivas mas não cultiváveis (Viable But Non-




Figura 8. Metodologia para a obtenção de células dormentes in vitro. O protocolo consistiu de 4 
etapas: (1) Leveduras de C. neoformans de uma cultura estoque mantida a -80ºC foram semeadas em 
meio SDA e incubadas por 2 a 5 dias a 30ºC; (2) Aproximadamente 107 células foram inoculadas em 
10 mL de meio YPD em um frasco ventilado e incubadas sob agitação (150 rpm) a 30ºC por 22 horas; 
(3) 100 µL dessa pre-cultura líquida contendo por volta de 2x107 células foram transferidos para um 
novo frasco com meio para mais 22 horas de incubação; (4) Após a 2ª cultura atingir a fase 
estacionária, esta foi submetida a hipóxia, no escuro, a 30ºC durante 7 dias para a obtenção de células 
viáveis mas não cultiváveis (VBNC). Adaptado de Hommel e colaboradores (2019). 
3.1.13. Teste de culturabilidade por CFU 
Para avaliar a culturabilidade (i.e. capacidade da célula fúngica formar uma colônia), 
as amostras de suspensão de leveduras foram diluídas e contadas com o auxílio do citômetro 
de fluxo Guava easyCyte 12HT Benchtop (Merck) ou de um hemocitômetro (câmara de 
Neubauer). Posteriormente, a concentração de leveduras foi ajustada para 1x105 células/mL 
de PBS e 100 uL da suspensão (contendo 1x104 células) foi inoculada em placas de meio 
SDA em duplicata técnica. As placas foram incubadas a 30ºC por 3-5 dias para a contagem 
de unidades formadoras de colônias (UFC). Os resultados foram expressos como 
porcentagem média de culturabilidade. 
 
3.1.14. Curva de Crescimento 
 As cepas foram cultivadas como mencionado anteriormente, e a suspensão de 
leveduras ajustada para 104 células/mL. Desta suspensão, foram plaqueados 250 µL em 
duplicata em uma placa de 96 poços com tampa (não seladas para permitir oxigenação), que 
foi incubada durante 4 dias a 30ºC sob agitação lateral contínua de média intensidade (para 
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o teste de latência), ou sem agitação (para as demais curvas de crescimento) no 
espectrofotometro de placa EON (BioTek). A cada 20 minutos a densidade óptica (OD) a 
600 nm foi mensurada. A determinação da latência de crescimento (fase lag ou λ) foi 
calculada com base no programa do próprio equipamento. 
 
3.1.15. Análise de viabilidade celular por citometria de fluxo 
Devido à impossibilidade de avaliar a viabilidade de células dormentes, por definição 
não cultiváveis, com base na técnica de UFC, a viabilidade do fungo foi avaliada por meio 
de citometria de fluxo. Para isso, foram utilizadas sondas LIVE/DEAD Fixable Violet (LVD) 
(405 nm/450 nm) ou Green (488 nm/530 nm) (Invitrogen) (250 uL a 1:1000) incubadas com 
106-107 células durante 20 minutos a 30ºC sob temperatura ambiente e protegido da luz. A 
técnica é baseada na reação de sondas flurescentes, impermeáveis à membrana celular, com 
aminas celulares. Desta forma, células mortas, que apresentam perda na integridade da 
membrana, adquirem uma marcação mais intensa permitindo sua distinção de células vivas. 
Como controle foram utilizadas células mortas após incubação a 70ºC durante uma hora (S-
Cn Heat killed, HK). 
 
3.1.16. Análise estatística 
A análise estatística foi conduzida utilizando o programa GraphPad Prism v.6.0. Os 
testes one- ou two-way ANOVA seguidos do pós-teste Dunnett ou Tukey foram utilizados 
para comparações em relação a um grupo controle ou entre os grupos, respectivamente. O 
teste t-student foi empregado na comparação entre dois grupos independentes. Valores de p 





3.2.1. Construção e validação das linhagens repórteres fluorescentes 
 Com o intuito de obter linhagens fluorescentes de C. neoformans com emissão 
fluorescente verde ou vermelha, os genes HIS3 e PAB, clonados do genoma da linhagem de 
C. neoformans H99, foram fusionados aos genes codificadores das proteínas fluorescentes 
GFP e mCherry, por meio da recombinação nos vetores pCN50 (O’ MEARA et al., 2010) e 
pCN51 (CHARPENTIER et al., 2004), respectivamente, no sistema de Escherichia coli. O 
gene HIS3 codifica para a Histona H3, proteína altamente conservada em eucariotos, 
intimamente associada ao DNA e que apresenta papel essencial na regulação da estrutura da 
cromatina e na expressão gênica (POSTBERG et al., 2010). O produto do processamento do 
gene PAB (do inglês, Poly (A) Binding Protein) é uma proteína caracterizada pela sua 
habilidade de ligação à cauda poli (A) do mRNA citoplasmático e, portanto, apresenta função 
central na regulação da expressão gênica (GORGONI et al., 2004). A escolha desses genes 
se deu devido a essa citolocalização distinta entre os seus produtos, o que permite padrões 
diferentes de marcação celular. 
 Recentemente, foi identificada e caracterizada no genoma de C. neoformans uma 
pequena região intergênica denominada “Safe Haven”, segura para inserções de DNA sem 
comprometer a expressão de genes da vizinhança. Com isso em mente, as construções 
contendo GFP ou mCherry foram clonados nos plasmídeos pSDMA57 (marca de resistência 
para Neomicina) ou pSDMA58 (marca de resistência para Higromicina B), respectivamente, 
que contêm a sequência dessa região, e foram utilizados para a transformação de C. 
neoformans mediada por biobalística (ARRAS et al., 2015). Finalmente, foi obtido uma série 
de colônias de transformantes HIS3-GFP, PAB-GFP e Ø GFP (plasmídeo vazio contendo 
GFP) contendo o gene de resistência para Neomicina, e transformantes HIS3-mCherry, PAB-
mCherry e Ø mCherry (plasmídeo vazio, com mCherry) contendo o gene de resistência para 
Higromicina B. Entretanto, como confirmado por PCR, somente ocorreu a integração gênica 
no Safe Haven no transformante Ø GFP (resultado não exibido). 
 Após uma seleção preliminar das colônias de brilho mais intenso e estável com o uso 
de microscópio de fluorescência, elas foram testadas para a intensidade de fluorescência 
também por citometria de fluxo (figura 9). Foram selecionados 2 transformantes contendo 
apenas o plasmídeo vazio, Ø GFP (33 e 34) e Ø mCherry (9 e 24), bem como também 2 
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linhagens de brilho mais intenso de cada transformação: HIS3-GFP (26 e 64), PAB-GFP (18 
e 22), HIS3-mCherry (26 e 44) e PAB-mCherry (30 e 33). 
 
Figura 9. Intensidade de fluorescência emitida pelas linhagens engenheiradas. Intensidade de 
fluorescência média (IFM) emitida pelos transformantes em relação à IFM da linhagem parental, 
avaliada por citometria de fluxo. Foram utilizados os filtros 527/32 nm (FITC-A) e 700/54 (PerCP-
Cy5.5-A) para a análise dos transformantes GFP (A) e mCherry (B), respectivamente. Os 





 Os transformantes selecionados foram submetidos a uma série de testes, descritos 
mais adiante, para a determinação do transformante da dupla que demonstre o perfil de 
características fenotípicas e fatores de virulência mais próximo da linhagem parental. A partir 
deste momento, somente serão exibidos e descritos neste trabalho os resultados desses 
transformantes que melhor se sucederam nesses testes: HIS3-GFP (mutante 64), PAB-GFP 
(22), Ø GFP (33), HIS3-mCherry (44) e PAB-mCherry (30) Ø mCherry (9) (figura 9). 
 Para a verificação do esperado padrão de distribuição intracelular dos fluoróforos nas 
linhagens engenheiradas, estas foram submetidas à microscopia de fluorescência (figura 
10A). Foi observado que ambos os transformantes HIS3-GFP e HIS-mCherry emitiram luz 
verde e vermelha, respectivamente, co-localizada à uma luz azul adquirida com a utilização 
do marcador nuclear DAPI, indicando um bem-sucedido endereçamento dos fluoróforos para 
o núcleo da levedura. Diferentemente, e como esperado, os transformantes PAB-GFP e PAB-
mCherry apresentaram brilho verde e vermelho, respectivamente, difuso pelo citosol e 
limitado pela parede celular. 
 Com o auxílio da citometria de fluxo, foi detectada forte emissão de fluorescência 
verde dos transformantes HI3-GFP e PAB-GFP, que apresentaram intensidade de 
fluorescência média (IFM) aproximadamente 40 e 130 vezes maior que a linhagem parental, 
respectivamente (figura 10B e C). Os transformantes HI3-mCherry e PAB-mCherry, 
entretanto, apresentaram fraca emissão de fluorescência vermelha, atingindo níveis de IFM 
aproximadamente 5 e 15 vezes maior que a linhagem parental, respectivamente (figura 10B 
e C). As construções de C. neoformans transformadas apenas com o plasmídeo vazio 
contendo os genes GFP e mCherry apresentaram um brilho pouco maior (inferior ao dobro) 
que o da linhagem selvagem (figura 10B), e difusa pela célula (figura 10A), provavelmente 
devido à fraca intensidade da autofluorescência do fungo juntamente ao fato dos fluoróforos 
não se apresentarem fusionados às proteínas His3 e Pab. 
 Foi avaliado também a ocorrência de invasão de fluorescência entre os canais 
(fenômeno conhecido como vazamento de canal) utilizados para a captação do GFP (filtro 






Figura 10. Distribuição intracelular dos fluoróforos e intensidade de fluorescência dos transformantes 
engenheirados. (A) Os transformantes foram observados sob a magnificação de 400 x com o auxílio 
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de microscópico de fluorescência. (B) Histograma de fluorescência dos transformantes nos canais de 
detecção da emissão de fluorescência do GFP e mCherry, avaliado por citometria de fluxo. (C) 
Intensidade de fluorescência média (IFM) emitida pelos transformantes em relação à IFM da 
linhagem parental, avaliada por citometria de fluxo. Os resultados são apresentados como médias ± 
SEM de dados obtidos a partir de 3 experimentos independentes. 
 
3.2.2. As linhagens transformantes não apresentam alteração nos 
fenótipos e fatores de virulência em relação a linhagem 
parental 
 C. neoformans encontra no ambiente e no hospedeiro mamífero condições de estresse 
variadas, frente às quais perpassa por bem caracterizadas alterações fenotípicas e/ou 
expressão de fatores de virulência, de forma a se adaptar para garantir sua sobrevivência e 
proliferação. No hospedeiro, duas características são altamente determinantes para o sucesso 
da infecção, sendo elas a capacidade de crescimento à temperatura fisiológica de 37ºC e a 
resistência aos mecanismos microbicidas dos leucócitos, como a produção de espécies 
reativas de oxigênio. Assim, os transformantes foram cultivados, tanto a 30ºC, quanto a 37ºC, 
em meio YPD padrão ou contendo menadiona, um doador de ânion superóxido, ou H2O2. 
Todos os transformantes apresentaram, comparativamente à linhagem selvagem, crescimento 
inalterado a 30ºC, bem como termotolerância a 37ºC, seja na ausência ou presença dos 
agentes químicos estressores (figura 11A e B).  
 Foi avaliada também a sensibilidade das linhagens ao estresse da integridade da 
membrana e parede celular, por meio do uso do SDS, detergente que desestabiliza a 
membrana plasmática celular, e Congo Red, agente que se liga nas cadeias de glicanos e 
previne a formação regular de microfibrilas (KOPECKÁ et al., 1992) (figura 11). Além disso, 
os transformantes foram inoculados em meio hipertônico de cloreto de sódio para avaliar a 
resistência ao estresse osmótico (figura 11D). Não foi observada alteração substancial na 
formação das colônias entre os grupos avaliados, sob quaisquer condições testadas. 
Na análise de crescimento em meio líquido a 37ºC, porém, o transformante PAB-





Figura 11. Análise fenotípica das linhagens transformantes sob condições de estresse. Uma suspensão 
de leveduras de cada linhagem transformante e selvagem foi submetida a diluições seriadas de base 
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10 (2x107 a 2x103 células/mL), as quais foram utilizadas para o plaqueamento de 5 µL de suspensão 
fúngica em meio de cultura YPD agar padrão a 30ºC e 37ºC (A), ou meio YPD contendo as 
concentrações indicadas de menadiona ou H2O2 (A), Congo Red (CR) ou SDS (C) ou NaCl (D). As 




Figura 12. Curva de crescimento das linhagens transformadas de C. neoformans. As suspensões de 
leveduras (104/mL) das linhagens transformantes foram cultivadas em meio YPD líquido, a 37ºC, 
durante 96 horas, para a análise do crescimento por meio do monitoramento da densidade óptica (OD 
600). 
 
 Em adição, para verificar o impacto da integração gênica do GFP e mCherry também 
no ciclo de vida de acasalamento bipolar de C. neoformans, as linhagens (MATα) foram co-
cultivadas com a linhagem KN99a (MATa) e posteriormente avaliadas para a capacidade de 
filamentação (figura 13). Todas as linhagens foram positivas para o teste, como pode ser 
observado por meio da análise macroscópica e microscópica, esta última que, inclusive, 






Figura 13. Análise da formação de hifas de acasalamento. As linhagens transformadas foram 
misturadas em igual quantidade (10 µL de uma suspensão fúngica de 1x107 células/mL) de células 
KN99 (MATα) e co-cultivadas em meio YNB por 10 dias a 30ºC, no escuro. As micrografias das 
hifas foram tomadas com um microscópio de fluorescência em uma magnificação de 200 x, enquanto 
as colônias foram fotografadas com o auxílio de uma lupa sob o aumento de 2,5 x. A micrografia de 
fluorescência do WT exibida é da análise de GFP, canal em que C. neoformans apresenta maior 
autofluorescência. Os resultados são representativos de 2 experimentos independentes. 
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 A presença de uma cápsula envoltória fúngica é um atributo de virulência único do 
gênero Cryptococcus, e permite o rápido diagnóstico clínico da meningite criptocócica por 
meio da preparação de amostras de fluido cerebrospinal com tinta nanquim (CASADEVALL 
et al., 2018). Impenetrável às partículas escuras da tinta, a cápsula é evidenciada como um 
halo translúcido, o que permite a sua medição. Aplicando essa técnica, observamos que 
nenhuma das linhagens transformantes apresentou alteração no diâmetro da cápsula, exceto 
a Ø mCherry, que exibiu um aumento em relação à cepa parental (figura 14A e B).  
 Diferentemente, a capacidade de produção da melanina é um fator crítico 
compartilhado entre uma variedade de espécies fúngicas, incluindo C. neoformans, e é 
reflexo da atividade catalítica da lacase na oxidação de compostos fenólicos, abundantes em 
substratos preparados com sementes de Níger (ALP et al., 2010). A produção e atividade de 
outras enzimas, as fosfolipases e urease, também estão intimamente relacionadas com a 
virulência de C. neoformans (COX et al., 2001; OLSZEWSKI et al., 2004; SINGH et al., 
2013). O cultivo de C. neoformans em substratos ricos em ureia (juntamente a um indicador 
ácido-base) ou lipídeos resulta na alteração de cor do meio, seja devido à elevação do pH 
promovida pela formação da ureia (indicador de atividade de urease); ou pela formação de 
um halo de degradação translúcido (indicador de atividade de fosfolipase), respectivamente. 
Nossos transformantes foram testados para a produção dos fatores acima de acordo com essas 
metodologias e, como resultado, exibiram atividade das enzimas supracitadas similar à do 
fungo parental (figura 14). Nossos resultados indicam que as nossas linhagens transformantes 
diferem da linhagem parental ao expressarem proteínas fluorescentes, assemelhando-se a ela, 




Figura 14. Avaliação dos fatores de virulência das linhagens transformantes. As linhagens 
transformantes e selvagem foram avaliadas para a atividade de lacase (Niger Seed Agar), urease 
(Christiansen’s Urea Agar), fosfolipase (solução com emulsão de ovo diluído 1:1 com PBS a 8 % no 
meio) e formação de cápsula (crescimento em meio mínimo e preparação com tinta nanquim) (A). A 
análise da espessura da cápsula foi realizada por meio de microscopia de luz com base na formação 
da zona de exclusão de tinta nanquim (B). Os resultados são apresentados como médias ± SD. *p < 




3.2.3. As linhagens transformantes não diferem da linhagem 
parental na sobrevivência em macrófagos murinos ativados 
 Confirmada a manutenção das características fenotípicas e dos fatores de virulência, 
as linhagens repórteres foram posteriormente avaliadas quanto a virulência em modelos 
animais (figuras 15 e 16). Na infecção experimental de lagartas Galleria mellonella, foi 
observado que os grupos inoculados com as linhagens HIS3-GFP e PAB-mCherry 
apresentaram sobrevida sensivelmente superior à do grupo contendo o fungo. O grupo 
controle que recebeu a injeção constituída apenas do veículo do inóculo, PBS, não apresentou 
mortes durante o período de acompanhamento da infecção, o que exclui a possibilidade de 
morte em decorrência ao trauma físico gerado pelo procedimento de injeção (figura 15A). 
No curso do experimento, amostras de lagartas que sucumbiram à infecção foram utilizadas 
para a análise das leveduras transformantes, que apresentaram a manutenção da habilidade 
de emitir fluorescência. Foi possível observar, inclusive, a internalização de leveduras por 









Figura 15. Virulência das linhagens transformantes no modelo de infecção de Galleria mellonella. 
Grupos de 14-17 Lagartas de G. mellonella foram inoculadas na penúltima pro-pata com PBS sozinho 
(controle do trauma da inoculação) ou contendo 1x104 leveduras de cada transformante. (A) As 
lagartas foram examinadas diariamente para a contagem de indivíduos mortos. (B) Após 5 dias de 
infecção, amostras de lagartas que sucumbiram à infecção foram submetidas a uma nova injeção com 
PBS e recuperação da hemolinfa para a análise das leveduras por microscopia de fluorescência. A 
micrografia mostra a sobreposição do contraste de fase com o canal verde (grupos GFP) ou vermelho 
(grupos mCherry). Os resultados são representativos de 2 experimentos independentes. *p < 0.05; 
**p<0.01, comparado entre os grupos indicados por colchetes. 
  
Na infecção experimental em outro modelo animal, in vitro, utilizando macrófagos 
murinos primários previamente ativados, não houve diferença estatística significativa na 
redução da carga fúngica entre os grupos experimentais, de acordo com a contagem de 




Figura 16. As linhagens transformantes não apresentam diferença da cepa parental na susceptibilidade 
à morte por macrófagos murinos. Macrófagos murinos primários foram ativados por 3h com LPS (1 
µg/mL) e IFN-ɣ (20 ng/mL) e posteriormente desafiados com as linhagens transformantes (MOI 2) 
previamente opsonizadas com 18B7 (10 µg/mL). Após a infecção, a monocamada de células foi 
lavada, lisada, e a suspensão de leveduras resultante foi diluída e semeada em meio YPD para a 
contagem de UFC. A carga fúngica foi calculada a partir da diferença percentual da contagem de 
UFC entre o grupo de determinação de capacidade fungicida (24h) e o grupo de determinação de 
fagocitose (2h) de cada linhagem testada. Os resultados são apresentados como médias ± SEM e são 
representativos de 2 experimentos independentes. 
 Ainda por meio do emprego desse modelo de infecção, os transformantes foram 
avaliados para a fagocitose por macrófagos, com base na análise da quantidade de 
macrófagos engajados na fagocitose, e quantidade média de leveduras internalizadas por 
estes. Novamente, não foram observadas diferenças entre as linhagens testadas, de acordo 
com o emprego de técnicas de coloração associadas à microscopia de luz (figura 17A). É 
interessante notar que o incremento visualizado no diâmetro da cápsula do transformante Ø 
GFP (figura 14B) não foi o suficiente para se traduzir na diminuição da fagocitose, em um 
ganho na resistência à atividade microbicida dos macrófagos, ou na alteração da curva de 




3.2.4. As linhagens transformantes são aplicáveis para a otimização 
de ensaios de fagocitose de C. neoformans 
 Com a finalidade de avaliar a aplicabilidade dos transformantes na otimização de 
ensaios para avaliação de fagocitose, macrófagos murinos foram co-cultivados com as 
linhagens transformantes obtidas de maior intensidade de emissão de fluorescência, HIS3-
GFP e PAB-GFP, e analisados com o uso de técnicas baseadas na detecção de fluorescência. 
Como controle, foi utilizado o fungo selvagem marcado previamente com o fluoróforo FITC 
(figuras 17 e 18). 
 Para a avaliação por microscopia de fluorescência, apenas o transformante PAB-GFP 
foi utilizado. Observou-se índice fagocítico e capacidade fagocítica estatisticamente iguais 
entre o grupo PAB-GFP e a linhagem selvagem (figuras 17B e D), o que está de acordo com 
os resultados obtidos com o uso de microscopia de luz comum (figura 17A e C). 
 A fagocitose dos transformantes foi avaliada também por citometria de fluxo, desta 
vez incluindo o grupo HIS3-GFP (figura 18A e B). Foi possível a visualização de populações 
bem delimitadas de macrófagos contendo (perfil CD11b+FITC/GFP+) ou não (perfil 
CD11b+FITC/GFP-) leveduras internalizadas na infecção com as linhagens transformantes, 
especialmente PAB-GFP e a linhagem parental marcada com FITC (figura 18B). Como 
esperado, a cepa parental não marcada emitiu um fraco sinal fluorescente que não permitiu a 
distinção dessas duas populações de macrófagos. Leveduras extracelulares puderam ser 
identificadas na infecção com as linhagens PAB-GFP e WT marcada com FITC, mas não na 
infecção com HIS3-GFP, devido à maior robustez de emissão de fluorescência das primeiras, 
o que permitiu a distinção das leveduras extracelulares (CD11c-FITC/GFP+) de restos 
celulares (CD11c-FITC/GFP-).   
 Em relação às taxas de fagocitose entre as linhagens testadas (figura 18A), não foram 
observadas diferenças estatísticas significativas, o que corrobora a análise de fagocitose 





Figura 17. As linhagens transformantes não apresentam diferença da cepa parental na fagocitose por 
macrófagos murinos. Macrófagos murinos primários foram desafiados com as cepas transformantes 
(MOI 5) previamente opsonizadas com 18B7 (10 µg/mL). Após 2 h de interação, a monocamada de 
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células foi lavada, fixada e corada (para microscopia de luz) para análise de internalização do fungo 
com o auxílio de microscópio de luz ou de fluorescência. Índice de internalização de leveduras após 
2 h de interação avaliado por microscopia de luz comum (A) ou fluorescência (B). Capacidade 
fagocítica de macrófagos após 2 h de interação avaliado por microscopia de luz comum (C) ou de 
fluorescência (D). (E) Micrografias de fluorescência da interação entre macrófagos e leveduras com 
magnificação de 200 x. Os resultados são apresentados como médias ± SEM e são representativos de 
2 experimentos independentes. 
 
 
Figura 18. Aplicação das linhagens transformantes na análise de fagocitose por citometria de fluxo. 
Macrófagos murinos primários foram desafiados com as linhagens transformantes (MOI 5) ou 
selvagem marcada (WT-FITC) ou não (WT) com FITC e opsonizadas com 18B7 (10 µg/mL) 
previamente à interação. Após 2 h de interação, a monocamada de células foi lavada, desaderida e 
marcada com anticorpo anti-CD11b conjugado a APC para a identificação dos macrófagos. (A) 
Capacidade fagocítica de macrófagos após 2 h de interação avaliado por citometria de fluxo. (B) 
Gráficos de pontos (“dot plot”) CD11b-APC vs FITC/GFP obtidos a partir dos ensaios de interação.  
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3.2.1. PAB-GFP C. neoformans cultivado sob privação de nutrientes 
e hipóxia manifesta o fenótipo de células viáveis mas não 
cultiváveis e expressão estável de GFP 
Recentemente, foi caracterizada a indução de leveduras viáveis mas não cultiváveis 
(VBNC) de C. neoformans in vitro (HOMMEL et al., 2019). Devido à grande relevância 
deste fenótipo para a patofisiologia da criptococose, nós pretendíamos confirmar se a nossa 
linhagem fluorescente é capaz de alcançar tal estado. Para isso, aplicamos o protocolo de 
indução de células dormentes de Hommel e colaboradores (2019), e que consiste 
essencialmente no crescimento das leveduras até a fase estacionária (STAT), exaurida de 
nutrientes, e subsequente exposição prolongada da cultura a uma atmosfera de hipóxia 
(leveduras HYPOx). Ao final do protocolo, inoculamos as leveduras HYPOx, ou leveduras 
controles (STAT) em novo meio fresco, sólido ou líquido, para avaliar tanto a capacidade 
(culturabilidade) quanto a latência de crescimento (i.e. fase lag ou λ), respectivamente. 
Observamos que tanto as leveduras selvagens quanto engenheiradas apresentaram drástica 
redução da culturabilidade para níveis médios inferiores a 1%, compatível com os níveis 
descritos por Hommel e colaboradores (2019) (Figura 19A). Em acordo com esse resultado, 
através do monitoramento de OD das culturas em meio líquido e determinação da extensão 
da fase lag, observamos um significativo atraso no crescimento das culturas preparadas com 
células HYPOx (Figura 19B).  
Paralelamente, também verificamos a viabilidade das leveduras, uma vez que ambos 
resultados poderiam ser reflexo de alta mortalidade celular (Figura 19C e D). Para isso, 
incubamos as células com uma sonda de viabilidade fluorescente violeta, LVD, e verificamos 
a intensidade da marcação (de aumento proporcional à perda da integridade da membrana) 
por meio de citometria de fluxo. Como controle, inativamos leveduras STAT por calor (HK). 
Como esperado, as leveduras selvagens e PAB-GFP apresentaram alta viabilidade, e apenas 
uma tênue redução de viabilidade em relação às leveduras STAT, o que também é esperado 
para células submetidas ao protocolo (HOMMEL et al., 2019). 
 Finalmente, ainda por meio de citometria de fluxo, avaliamos a expressão de GFP 
nessas amostras. Interessantemente, a população de leveduras PAB-GFP apresentou robusta 
emissão fluorescente, ainda que levemente reduzida em relação ao controle STAT. Leveduras 
HK apresentaram simultaneamente à intensa marcação com o corante de viabilidade 
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(indicativo de morte celular), uma redução praticamente total do sinal fluorescente, 
presumivelmente devido à degradação térmica do GFP. Os mesmos padrões de emissão 
fluorescente para o marcador de viabilidade ou GFP foram observados por microscopia de 
fluorescência (Figura 20). 
 
3.2.2. PAB-GFP C. neoformans cultivado sob privação de nutrientes 
e hipóxia exibe padrão específico de distribuição celular de 
PAB-GFP 
Embora predominantemente encontrada no citosol, PAB1 é regularmente importada 
pelo núcleo para atuar na biogênese do mRNA e no transporte deste para o citosol, permitindo 
assim a tradução proteica. Sob determinadas condições de estresse celular, a tradução é 
comprometida simultaneamente à redistribuição de Pab1 (e transcritos a ela ligados) em 
estruturas não delimitadas por membranas conhecidas como grânulos de estresse (GE) 
(BRAMBILLA et al., 2019). 
Durantes as análises de microscopia de fluorescência, curiosamente observamos um 
perfil distinto de distribuição intracelular de Pab1 marcada com GFP, não difuso, como em 
STAT, mas consistindo em aglomerações características de GE. Além disso, as células 
apresentaram o acúmulo de sinal fluorescente também em uma área única, de disposição 
circular, lembrando um núcleo (Figura 20). Nesse sentido, nos perguntamos se poderia estar 
ocorrendo o acúmulo de PAB-GFP no núcleo, uma vez que, como mencionado acima, a 
organela é um sítio temporário da proteína. Para conferir esta hipótese, utilizamos uma sonda 
específica para DNA, NucBlue, para delimitar o núcleo em azul. De fato, fomos capazes de 
observar a co-localização do compartimento nuclear com regiões de alta concentração de 






Figura 19. PAB-GFP C. neoformans cultivado sob privação de nutrientes e hipóxia manifesta o 
fenótipo de células viáveis mas não cultiváveis e expressão estável de GFP por citometria de fluxo. 
Leveduras WT ou PAB-GFP foram cultivadas até atingir a fase estacionária de crescimento e em 
seguida incubadas por 7 dias em atmosfera de hipóxia. Ao final da incubação, as leveduras foram 
plaqueadas em meio sólido para contagem de UFC e determinação da porcentagem de culturabilidade 
(A) ou incubadas em novo meio fresco para análise da latência de crescimento (B). As leveduras 
foram marcadas com um corante vital fluorescente (Live/Dead violet) para análise de viabilidade 
celular por citometria de fluxo (C, D). Ainda por citometria foi avaliada a expressão de GFP em 
células viáveis ou inativadas por calor (HK) (E, F). Os histogramas preenchidos denotam culturas do 
grupo STAT enquanto os vazios o grupo HYPOx. Os resultados são apresentados como médias ± SD 
de no mínimo dois experimentos independentes. *p < 0.05; **p < 0.01, ***p < 0.001, entre os grupos 




Figura 20. PAB-GFP C. neoformans cultivado sob privação de nutrientes e hipóxia exibe expressão 
robusta de GFP e padrão de distribuição celular de PAB-GFP específico por microscopia de 
fluorescência. Leveduras WT ou PAB-GFP foram cultivadas até atingir a fase estacionária de 
crescimento e em seguida incubadas por 7 dias em atmosfera de hipóxia. As leveduras foram (Heat 
killed) ou não inativadas por calor e submetidas a marcação com um corante vital fluorescente azul 
(Live/Dead violet) para análise de viabilidade celular e expressão de GFP por citometria de fluxo. As 






Figura 21. PAB-GFP C. neoformans cultivado sob privação de nutrientes e hipóxia exibe acumulação 
de PAB1 em grânulos de estresse e no núcleo. Leveduras WT ou PAB-GFP foram cultivadas até 
atingir a fase estacionária de crescimento e em seguida incubadas por 7 dias em atmosfera de hipóxia. 
As leveduras foram marcadas com NucBlue para evidenciamento do núcleo. Os resultados são 










 O uso de linhagens fluorescentes, tanto contendo GFP ou mCherry, não é inédito no 
estudo da interação Cryptococcus-hospedeiro. Voelz e colaboradores (2010) foram os 
pioneiros nessa aplicação, quando desenvolveram mutantes de C. neoformans e C. gatti 
contendo GFP que permitiram análises automatizadas de proliferação intracelular e 
fagocitose de C. neoformans, bem como o acompanhamento da dinâmica desses fenômenos 
em tempo real por microscopia de fluorescência de vídeo. Mais recentemente, nessa mesma 
linha, outro grupo construiu um mutante com semelhante emissão robusta e estável, mas de 
fluorescência vermelha, obtido com a integração do gene mCherry no genoma de C. 
neoformans. Este mutante permitiu a avaliação a longo prazo, ex vivo, da interação do fungo 
com leucócitos nos pulmões e linfonodos mediastinais, por citometria, cuja análise associada 
ao uso de marcadores de viabilidade propiciou simultaneamente a determinação da 
viabilidade do fungo no interior dessas células (UPADHYA et al., 2017). 
 Ambos os transformantes de C. neoformans descritos acima, assim como o mutante 
FNX1 que expressa mCherry (TENOR et al., 2015), por apresentarem estabilidade e robusta 
emissão fluorescente, foram empregados no estudo da infecção de C. neoformans no modelo 
animal de zebrafish (Danio rerio) (TOBIN et al., 2012; TENOR et al., 2015; BOJARCZYK 
et al., 2016; GIBSON et al., 2017). O diferencial deste modelo em relação ao de inseto e 
camundongo, e que tem atraído interesse em pesquisas in vivo com ferramentas fluorescentes, 
é que o pequeno tamanho e alta transparência desse vertebrado permite análises de imagem 
em alta resolução, com visualização a nível do macrófago e da levedura (TOBIN et al., 2012). 
Por meio do emprego de linhagens transformantes fluorescentes nesse modelo, foram 
identificados mecanismos de dano vascular pela infecção de C. neoformans, que tem 
implicações importantes na compreensão da invasão cerebral e ocorrência da meningite em 
humanos (TENOR et al., 2015; GIBSON et al., 2017). Além disso, permitiu-se o estudo da 
importância da fagocitose nos momentos iniciais da infecção, e de suas consequências 
prejudiciais ao hospedeiro, ao propiciar um sítio de replicação do fungo e incremento da sua 
virulência ao proporcionar condições estimuladoras para a expansão de sua cápsula 
(BOJARCZYK et al., 2016). Esses achados enaltecem a importância da construção e 
aplicação de linhagens transformadas com genes codificadores para proteínas fluorescentes 
no estudo da interação parasita-hospedeiro em variados modelos animais. 
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 As vantagens da marcação endógena da célula com fluoróforos integrados ao genoma 
frente à marcação celular exógena são muitas, e algumas delas foram corroboradas neste 
trabalho. Entre elas, predomina a alta estabilidade da fluorescência, que não é reduzida com 
a divisão celular ou com o decorrer do tempo, possibilitando análises superiores a três dias, 
uma grande limitação dos fluoróforos de marcação convencionais (e.g. FITC, UVITEX-2B 
e Calcofluor). Isso tem grande implicação em estudos a longo prazo, como na investigação 
de respostas adaptativas, que somente são efetivas após alguns dias do desafio do sistema 
imunológico. Vale ressaltar que as nossas linhagens transformantes apresentaram emissão 
fluorescente mesmo após cinco dias de infecção em Galleria. Parte dessa maior estabilidade 
é garantida pela baixa sensibilidade desses fluoróforos à variações de pH, diferentemente do 
fluoróforo largamente utilizado FITC, parcialmente neutralizado em ambientes ácidos, como 
o fornecido por fagolisossomos, cujo pH pode variar de 6.2 a 4.5 (LEVITZ et al., 1999; 
CHEN et al., 2008). Outras vantagens estão relacionadas à economia de etapas de marcação 
e lavagens, ou de recursos (e.g. fluoróforos). Ademais, alterações estruturais da parede ou 
toxicidade celular associadas à marcação exógena estão entre as preocupações que tornam 
mais atraente o uso de transformantes fluorescentes (GERIK et al., 2005).  
 Por outro lado, uma preocupação que paira sobre a edição de genomas se dá no risco 
da ocorrência de deleções ou substituições de genes funcionais. Estratégias como a inserção 
de construções em regiões de vazio de genes, como a região Safe Haven, ajudam a minimizar 
esse problema, embora não eliminem a possibilidade de ocorrer prejuízo na virulência do 
mutante, como foi observado para o mutante de mCherry contendo a construção direcionada 
para o locus Safe Haven 2 (SH2) (ARRAS et al., 2015; UPADHYA et al., 2017). Portanto, a 
avaliação de uma série de atributos de virulência consagrados e do crescimento em resposta 
ao estresse, como a conduzida no presente trabalho, é indispensável para a checagem da 
virulência após qualquer transformação genética realizada em C. neoformans. No presente 
trabalho, nossas linhagens não falharam nos testes mencionados acima, mesmo inexistindo o 
controle sobre o locus de inserção.  
Nas infecções in vivo em modelo animal de inseto, observamos uma sensível perda 
de virulência nos transformantes HIS3-GFP e PAB-mCherry. No caso deste último, pode 
haver relação com a sua reduzida capacidade proliferativa, associada a uma maior 
susceptibilidade à morte por células fagocíticas do hospedeiro (BOUKLAS et al., 2015). 
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Mais importante, porém, foi verificado que na interação com macrófagos murinos 
classicamente ativados não houve diferença no controle da infecção entre os nossos mutantes 
e a cepa parental. Inclusive, já foi demonstrado que a atividade da lacase (avaliada aqui por 
meio do teste de melanização), juntamente ao teste da sobrevivência em macrófagos, 
apresentam maior índice de correlação com a curva de sobrevivência de camundongos, 
modelo experimental clássico e ideal para testes de virulência de C. neoformans, do que 
quando esta é relacionada à curva de sobrevivência em Galleria (BOUKLAS et al., 2015). 
O modelo experimental de infecção em Galleria foi introduzido para estudos de 
patogenia de linhagens de C. neoformans em 2005 por Mylonakis e colaboradores, e adotado 
desde então de forma crescente por vários grupos devido à múltiplas razões: dispensa da 
aprovação por comissões de ética, baixos custos de criação das larvas, adaptação destas à 
temperatura fisiológica humana, apresentação de sistema fagocítico celular, disponibilidade 
da sequência do genoma e descrição extensiva do seu transcriptoma, incluindo transcritos de 
genes relacionados à resposta imune (VOGEL et al., 2011; BOUKLAS et al., 2015; LANGE 
et al., 2018). Entretanto, o modelo Galleria não reproduz todos os aspectos da infecção em 
mamíferos, e seus resultados devem ser interpretados com cautela. Embora muitos estudos 
tenham correlacionado resultados entre os dois modelos de infecção, alguns estudos 
apresentaram certas inconsistências na virulência de C. neoformans entre o modelo de 
infecção em Galleria e Mus musculus (EISENMAN et al., 2014; BOUKLAS et al., 2015; 
LEE et al., 2016). Assim, embora nossos resultados sugiram que alguns dos transformantes 
sejam hipovirulentos no modelo in vivo de inseto, a análise conjunta dos nossos resultados 
obtidos com macrófagos murinos in vitro e com os testes de fenótipos e fatores de virulência 
de C. neoformans indica fortemente que as transformações não afetaram a virulência de C. 
neoformans no modelo mamífero. 
 Além do uso voltado para a identificação e rastreamento da célula em ensaios de 
interação, as proteínas fluorescentes são valorosas para a construção de linhagens repórteres 
de C. neoformans, contribuindo para o monitoramento da expressão de genes de interesse e 
na citolocalização de seus produtos proteicos. Permitem ainda, dessa forma, a descrição da 
importância de determinados genes de interesse nos processos biológicos do fungo e na 
interação com células do hospedeiro (LORANG et al., 2001). Uma miríade de linhagens 
repórteres já foi engenheirada em C. neoformans, com a finalidade do estudo da (o): actina 
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(GAL7-GFP) (DEL POETA et al., 1999), feromônio de acasalamento do tipo alfa 
(MFalpha1-GFP) (DEL POETA et al., 1999), transportador dependente de cobre (CUF1-
GFP) (WATERMAN et al., 2012), enzima lacase (LAC1-GFP) (WATERMAN et al., 2007), 
GTPases Cdc42 (CDC42-GFP) (PRICE et al., 2008) e Rac1 e Rac2 (RAC1-GFP e RAC2-
GFP) (BALLOU et al., 2013), glutationa peroxidases Gpx1 e Gpx2 (GPX1-GFP e GPX2-
GFP) (MISSAL et al., 2005), proteína reguladora de resposta ao pH Rim101 (RIM101-GFP) 
(OST et al., 2015), adesinas Cfl1, Dha1 e Dha2 (CFL1-mCherry, DHA1-mCherry E DHA2-
mCherry) (GYAWALI et al., 2017), proteína S-Acetiltransferase Pfa4 (PFA4-GFP) e Ras1 
(RAS1-GFP e RAS1-mCherry), proteína reguladora central na sinalização de uma série de 
vias (NICHOLS et al., 2015), entre outros. Notoriamente, GFP é o fluoróforo de preferência, 
provavelmente porque é superior aos demais nos quesitos foto-estabilidade, brilho, e 
disponibilidade de plasmídeos para transformação. Inclusive, pudemos constatar essas 
características neste trabalho, ao comparar os transformantes contendo GFP ou mCherry. 
 Entretanto, nenhuma das linhagens de C. neoformans supracitadas e construídas até 
então teve seu uso explorado no rastreamento da infecção criptocócica em modelo de 
camundongo in vivo. Por sua vez, em outro modelo de patógeno, um grupo fez uso de 
linhagens fluorescentes de Mycobacterium bovis para monitorar a infecção pulmonar 
experimental em camundongos com o uso de aparelho de imagiologia de fluorescência. No 
estudo, demonstraram ser possível determinar a biodistribuição desse patógeno no 
hospedeiro murino, além da carga de bactérias encontrada nos órgãos colonizados (KONG 
et al., 2016). Foi possível também obter uma boa correlação entre o nível de fluorescência 
detectada e a quantidade de UFC bacteriana, o que cria a possibilidade de análises 
multitemporais em um mesmo indivíduo, já que o uso de aparelhos de imagiologia prescinde 
de eutanásia do animal. Essa técnica poderia inclusive reduzir massivamente o número de 
animais utilizados em um experimento de interação patógeno-hospedeiro, a depender do seu 
objetivo, para pelo menos metade da quantidade convencional utilizada, visto que são 
utilizados, no mínimo, dois pontos de análise no curso da doença. Recentemente, foi relatado 
o uso experimental in vivo da cepa KN99ɑ de C. neoformans engenheirada para expressar 
luciferase. O uso combinado dessa cepa com técnicas de imagiologia permitiu o estudo da 
dinâmica de migração do fungo para o SNC, apresentando vantagens semelhantes às 
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encontradas por meio da utilização da cepa fluorescente de M. bovis (VANHERP et al., 
2019). 
 O estudo da disseminação de C. neoformans no hospedeiro murino estava prevista 
neste trabalho, por meio do uso da técnica de imagiologia fluorescente combinada ao uso da 
linhagem fluorescente PAB-GFP. Esta linhagem foi selecionada pois mostrou um brilho mais 
intenso e estável em relação às demais linhagens construídas, além da manutenção da 
expressão de fenótipos de virulência da cepa selvagem. 
Além desses fenótipos clássicos, o uso de PAB-GFP nos surpreendeu durante o teste 
de um fenótipo de C. neoformans recém-caracterizado in vitro. Recentemente, foi 
padronizada uma técnica de obtenção de leveduras dormentes de C. neoformans baseada na 
combinação de condições limitantes de nutrientes e oxigênio in vitro (HOMMEL et al., 
2019). O advento dessa técnica significou um grande salto para o estudo da biologia dessas 
células e da infecção criptocócica latente, uma vez que células com características 
compatíveis com o estado de dormência só podiam ser obtidas até então a partir de animais 
infectados experimentalmente e isoladas com um rendimento extremamente baixo, tornando 
o procedimento inviável (Alanio et al., 2015). 
Observamos que as culturas de PAB-GFP submetidas a esse protocolo reproduziram 
com sucesso muitos dos critérios definidores de células viáveis mas não cultiváveis, a citar o 
atraso no crescimento, baixa culturabilidade e manutenção da viabilidade celular (SALMA 
et al., 2013; HOMMEL et al., 2019). Mais surpreendentemente, mantiveram o sinal 
fluorescente do GFP sem drásticas perdas mesmo durante baixa atividade metabólica e após 
prolongada incubação, sobretudo em atmosfera de hipóxia. A maturação do GFP envolve 
modificações intramoleculares na presença de oxigênio, em níveis superiores aos 
demandados por outros fluoróforos-repórter, como mCherry. Baixas concentrações de 
oxigênio podem, portanto, prevenir a formação do cromóforo fluorescente (SHANER et al., 
2005). Contudo, há outros estudos que, assim como o nosso, transpuseram as famigeradas 
limitações do uso do GFP em condições de hipóxia (CORALLI et al., 2001; SHANER et al., 
2005). Hansen e colaboradores (2001) observaram que biofilmes da bactéria Streptococcus 
gordonii exibiram um requerimento mínimo extremamente baixo de oxigênio, de 0,00001% 
ou 0,1 ppm., para a maturação do GFP. Além disso, mesmo após a completa perda do sinal 
quando sob menores níveis de oxigênio, a fluorescência era inteiramente recuperada nos 
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minutos seguintes à reoxigenação da amostra. Nesse sentido, é possível que os níveis de 
oxigenação atingidos durante o protocolo de obtenção de células dormentes utilizado aqui 
(inferiores a 0,1% O2), não foram suficientemente baixos para afetar drasticamente a 
fluorescência do GFP. Ou, ainda, é plausível que o sinal do fluoróforo foi recuperado logo 
após a reexposição das leveduras à normoxia.  
Uma particularidade extremamente interessante que constatamos nas leveduras PAB-
GFP dormentes foi o padrão de distribuição intracelular da proteína Pab1, compatível com o 
aspecto de grânulos ribonucleoproteicos. A formação de tais grânulos não-membranosos é 
uma resposta adaptativa de eucariotos a condições de estresse celular diversas, e ocorrem 
juntamente ao declínio de processos de tradução (RIBACK et al., 2017). Eles se dividem 
basicamente em corpos de processamento e grânulos de estresse (GE), e enquanto o primeiro 
serve geralmente como um sítio de degradação de transcritos, acredita-se que GE atuem no 
armazenamento de mRNA, silenciamento traducional e proteção do RNA contra degradação 
(BUCHAN & PARKER, 2009; ANDERSON & KEDERSHA, 2009; KROSCHWALD et 
al., 2018). PAB1 é considerada um sensor de estresse fisiológico e um marcador clássico de 
GE, frequentemente na sua forma fusionada a GFP, como o caso deste estudo (BUCHAN et 
al., 2009; BUCHAN et al., 2011; MARTANI et al., 2015; RIBACK et al., 2017). Enquanto 
o nocaute de PAB1 resulta na menor frequência desses grânulos em Saccharomyces 
cerevisiae, sua superexpressão nesta levedura está relacionada a indução de fenótipos mais 
tolerantes a diferentes estresses (SWISHER & PARKER, 2010; MARTANI ET AL., 2015). 
Em C. neoformans, até então, só há descrições da presença de PAB1 em GE em resposta ao 
estresse térmico e osmótico, embora em outras leveduras se estenda à outras respostas como 
à depleção de fontes de carbono (glicose) e inibição da cadeia respiratória (BUCHAN et al., 
2011; LEV et al., 2012; YANG et al. 2014). Interessantemente, essas duas últimas condições 
representam dois dos principais estresses indutores de células dormentes de C. neoformans 
in vitro (HOMMEL et al., 2019). 
Sabe-se que um dos mecanismos de geração de GE é a transição do citoplasma de um 
estado mais fluido para um de maior rigidez, protegendo a célula em condições adversas por 
mecanismos pouco conhecidos, presumivelmente regulação metabólica, conservação 
energética e proteção de macromoléculas contra danos (BERNSTEIN et al., 2006; 
PETROVSKA et al., 2014; MUNDER et al., 2016; RIBACK et al., 2017). Essa transição de 
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fase líquida-sólida durante o estresse é mediada pela condensação de proteínas ligadoras de 
RNA como Pub e a própria Pab1, e ocorrem diante de diversos estresses que parecem 
convergir em um fenômeno comum de redução do pH do citosol, em razão da inatividade de 
bombas de próton sob o estresse celular. Esse estado de separação de fase vem sendo 
associado à entrada na dormência e pode ser revertido, o que coincide com o prosseguimento 
do ciclo celular e reativação da célula (RIBACK et al., 2017; KROSCHWALD et al., 2018; 
HEIMLICHER et al., 2019). Em C. neoformans, a suplementação de leveduras dormentes 
com ácido pantotênico, precursor de acetil-CoA, aumenta a frequência de células reativadas. 
Embora não tenha sido investigado alterações estruturais vinculadas a essa reativação, já foi 
demonstrado que os níveis de acetil-CoA regulam parcialmente a formação de GE em 
leveduras de S. cerevisiae sujeitas à privação de glicose (ROLLINS et al., 2017; HOMMEL 
et al., 2019). Nesse contexto, nossos resultados fortalecem uma associação estreita entre a 
dinâmica de formação de grânulos de estresse e os processos de dormência e reativação. 
Ensaios que avaliem a capacidade de dissolução de grânulos de estresse mediante o estímulo 
com fatores de reativação serão úteis para esclarecer essa questão. 
Curiosamente, observamos aglomerados de PAB-GFP não somente no citosol, bem 
como também no interior do núcleo de C. neoformans. Embora majoritariamente encontrada 
difusa no citosol, PAB1 é regularmente importada pelo núcleo para atuar na biogênese do 
mRNA e em seguida na exportação do mRNA destinado a grânulos ribonucleoproteicos ou, 
mais comumente, à tradução (BRUNE et al., 2005; BRAMBILLA et al., 2018). 
Interessantemente, a restrição e acúmulo dessa proteína no núcleo já foi descrita em 
diferentes condições de estresse em células de humanos, e parecem ter impacto na redução 
da síntese proteica (BURGESS et al., 2011; COPELAND et al., 2013). Durante a indução da 
dormência, C. neoformans experimenta uma redução da diversidade concomitantemente ao 
aumento da concentração proteica, indicando que, embora de maneira geral reprimidos, os 
processos de transcrição e tradução ainda ocorram nesse estado celular (HOMMEL et al., 
2019). Recentemente, a retenção nuclear de mRNA paralelamente à formação de GE 
citoplasmáticos foi descrita em células humanas sob estresse induzido com tubercidin. No 
estudo, os autores atribuíram o acúmulo no sítio nuclear a transcritos formados durante o 
estresse, enquanto a realocação para grânulos citoplasmáticos àqueles produzidos 
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anteriormente ao tratamento com tubercidin (HOCHBERG-LAUFER et al., 2019). 
Acreditamos que o mesmo padrão possa estar ocorrendo no nosso modelo. 
Vale ressaltar a possibilidade de parte dos aglomerados de PAB1 observados no 
citosol se encontrar em vacúolos e ser alvo de autofagia (BUCHAN et al., 2013). De fato, 
células dormentes de C. neoformans obtidas com o protocolo que utilizamos apresentam 
tipicamente largos vacúolos e outras características associadas a autofagia, como 
despolarização mitocondrial e indução dos genes ATG9 e VPS13 (HOMMEL et al., 2019).  
Nossos resultados sustentam o uso de PAB-GFP em ensaios de infecção in vitro e in 
vivo que usufruam de técnicas baseadas em fluorescência, especialmente por ser a primeira 
linhagem fluorescente engenheirada de C. neoformans comprovadamente capaz de engajar 
na dormência e sobretudo permanecer rastreável. Além disso, o uso dessa linhagem pode ser 
particularmente importante em ensaios onde se deseja determinar carga fúngica em infecções 
que façam uso de células dormentes geradas in vitro (e. g. ensaios de reativação), uma vez 
que a metodologia convencional de quantificação de UFC não é adequada devido a razões 
que remontam a própria definição das células viáveis mas não cultiváveis. 
Ademais, nossos resultados sugerem que PAB1 medeia diferentes mecanismos de 
regulação pós-transcricionais de células dormentes de C. neoformans em resposta aos 
estresses fisiológicos envolvidos na entrada da dormência, e que podem estar implicados 
tanto na sobrevivência e manutenção fenotípica dessas células quanto na dinâmica de quebra 
da dormência. Nosso trabalho também abre caminho para o uso do GFP (ou outras proteínas 
fluorescentes) como molécula-repórter para a investigação do comportamento, 
citolocalização e papel biológico de proteínas de interesse na dormência e reativação de C. 
neoformans, processos de grande relevância na patofisiologia da criptococose (DROMER et 





4. CAPÍTULO II – AVALIAÇÃO DA DINÂMICA DE 
DISSEMINAÇÃO DE C. NEOFORMANS EM MODELO 
EXPERIMENTAL MURINO 
 Este capítulo aborda o estudo de potenciais sítios reservatórios para a infecção 
criptocócica experimental murina. Como mencionado anteriormente, a identificação de sítios 
colonizados durante a infecção com C. neoformans precede a avaliação do sítio como 
reservatório da infecção latente. Devido à impossibilidade, em razão de problemas técnicos 
e alheios à nossa vontade, de conduzir os ensaios avaliativos da disseminação da infecção 
criptocócica experimental murina in vivo com o auxílio do aparelho de imagiologia de 
fluorescência IVIS® Lumina, decidimos conduzir as análises de disseminação por meio da 
detecção do fungo por metodologias convencionais como a determinação de UFC. 
 
4.1. Materiais e Métodos 
4.1.1. Condições de cultivo de C. neoformans 
As linhagens de C. neoformans H99 (variedade grubii) e B3501 (variedade neoformans) 
foram cultivadas durante 24 horas a 30ºC sob agitação de 120 rpm em meio YPD líquido 
(extrato de levedura 1%, glicose 2% e peptona 2%). Posteriormente, foram lavadas com PBS, 
contadas em câmara de Neubauer e a suspensão de leveduras ajustada de acordo com a 
concentração de interesse para a infecção. 
 
4.1.2. Uso de animais para experimentação 
Todos os procedimentos envolvendo os camundongos e seus cuidados foram aprovados 
pelo Comitê de Ética Animal da Universidade de Brasília (UnBDoc nº 66729/2016) e 
conduzidos de acordo com as diretrizes do Conselho Brasileiro de Controle de 
Experimentação Animal (CONCEA). 
 
4.1.3. Infecção de camundongos e determinação de carga fúngica 
 Camundongos (Mus musculus) BALB/c e C57BL/6 de 10 a 12 semanas de idade 
foram utilizados para a infecção com C. neoformans cepa H99 ou B3501 cultivados como 
descrito anteriormente. Previamente à infecção, os animais foram anestesiados e então 
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inoculados: i) via intranasal ou intratraqueal com 50 uL de PBS contendo 5x104 ou 1x105 
leveduras, respectivamente; ii) ou via intravenosa com 50 uL (via plexo venoso retro-orbital; 
5x105 ou 1x106 leveduras) ou 100 uL (veia lateral caudal; 1x104 leveduras) de suspensão 
fúngica.  
 Nos tempos de análise pós-infecção indicados nas figuras, procedeu-se com a coleta 
da urina dos animais, anestesia para a coleta de sangue via plexo retro-orbital (em tubo 
contendo anticoagulante) e, posteriormente, eutanásia em câmara de CO2. Os camundongos 
foram dissecados para a coleta, pesagem e maceração dos órgãos com o uso do Precellys. As 
amostras de tecido lisado foram submetidas a diluições seriadas com PBS e plaqueadas em 
meio YPD agar a 10% de Soro Fetal de Cavalo (SFC), um estímulo necessário à recuperação 
da capacidade de proliferação de células dormentes de C. neoformans (ALANIO et al., 2015). 
As amostras de urina e sangue foram plaqueadas (100 µL) sem diluição. Após 3-5 dias de 
crescimento em estufa à 30ºC, foi realizada a contagem de UFC para a determinação da carga 
fúngica total. Para a mensuração da carga fúngica da medula óssea, procedeu-se com a 
metodologia de obtenção de células da medula óssea para diferenciação de macrófagos, 
descrita anteriormente. O pellet das células totais obtido foi ressuspenso em 150 uL de PBS 
e plaqueado inteiramente no meio. 
 
4.1.4. Análise estatística 






4.2.1. C. neoformans é capaz de se disseminar para a uma variedade 
de órgãos durante a infecção experimental murina, incluindo 
a medula óssea 
Investigamos primeiramente a disseminação de C. neoformans (cepa H99) por meio 
do uso de um modelo de infecção pulmonar via intratraqueal em camundongos C57BL/6. Foi 
avaliado a presença de leveduras em alguns fluidos corpóreos (urina e sangue) e em uma 
variedade de sítios anatômicos, incluindo aqueles comumente afetados (cérebro e pulmões) 
e órgãos menos frequentemente envolvidos ou nunca relatados na criptococose, como os 
olhos, baço, fígado, rins, glândulas sexuais acessórias (vesículas seminais e próstata, que 
foram retiradas juntamente a um fragmento da uretra; VSPU), testículos (incluindo 
epidídimo) e medula óssea dos ossos longos (fêmures e tíbias) (figura 22A). 
Curiosamente, detectou-se a presença de C. neoformans em todos os tipos de amostras 
biológicas avaliadas, embora tenha sido encontrado na urina, sangue, testículos, olhos e 
medula óssea de somente alguns indivíduos infectados (≤ 50%), o que pode ter ocorrido em 
parte devido ao limite da sensibilidade analítica. Além disso, a carga fúngica mensurada 
nesses sítios, bem como nas glândulas acessórias, foi inferior a 100 UFC, que pode ser 
considerada baixa, especialmente considerando que a infecção secundária cerebral 
apresentou valores médios na ordem de 104 células (figura 22A). 
 
4.2.2. A medula óssea é um sítio secundário de infecção criptocócica 
em diferentes linhagens de camundongos 
Dentre os órgãos avaliados, a medula óssea nos despertou um interesse particular, haja 
vista ser um sítio reservatório de infecção latente recorrente em outros modelos de patógenos, 
embora nunca tenha sido estudada sob essa ótica em C. neoformans (DAS et al., 2013; 
LOPES et al., 2016; SEBASTIAN et al., 2017). Por meio da infecção experimental via 
intravenosa, observamos que a disseminação para a medula óssea ocorre dentro de 24 horas 
após a infecção, e é quantitativamente inferior, no mínimo 10 x, comparada à disseminação 
para outros sítios examinados (figura 22B), à exceção do sangue, que inesperadamente 
mostrou negatividade para a presença do fungo.  
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Esse fenômeno, da disseminação de C. neoformans para a medula óssea, foi reprodutível 
em uma linhagem murina diferente, BALB/c (figura 22A a E), considerada uma linhagem de 
camundongo mais resistente à criptococose (ZARAGOZA et al., 2007). Foi possível 
constatar uma diferença na cinética de disseminação para a medula óssea nos camundongos 
BALB/c, que não apresentaram leveduras na medula óssea com 21 dias de infecção, mas 
apenas numa análise mais tardia, com 30 dias após a infecção (contra 14 dias no modelo 
C57BL/6) via intranasal (figura 22A e C). Insta salientar, entretanto, que a rota intratraqueal, 
que é superior à intranasal na entrega mais precisa do fungo no espaço alveolar dos pulmões; 
e o uso do dobro do inóculo (5x104 vs 105) na infecção de C57BL/6 podem ter influenciado 
na detecção mais prematura do fungo na medula óssea desses camundongos. Não obstante, 
não foi observado no modelo BALB/c a invasão cerebral no tempo de 21, mas apenas de 30 
dias de infecção (resultados não exibidos), o que pode corroborar o resultado da não detecção 
do fungo na medula após 21 dias de infecção.  
Mesmo considerando a plausibilidade dos resultados sofrerem influência do viés 
experimental exposto, esses resultados, juntamente à heterogeneidade dos dados de UFC, são 
sugestivos de que a migração para a medula óssea é dependente da susceptibilidade da 
resposta imune do indivíduo (figura 22A e C). Além disso, o fato da infecção cerebral ocorrer 
concomitantemente à da medula óssea, e somente após o acometimento dos pulmões na 
infecção via intratraqueal de camundongos BALB/c, indica que a presença de leveduras na 
medula óssea consiste de uma infecção secundária, resultado de uma disseminação a partir 
do sítio primário pulmonar, provavelmente de natureza hematogênica, como demonstrado 
aqui (figura 22B). 
 
4.2.3. Ambas as variedades de C. neoformans são capazes de 
colonizar a medula óssea murina 
Por fim, no intuito de avaliar se esse padrão de migração para a medula óssea não está 
restrito à cepa, mas abrange a espécie C. neoformans, utilizamos a cepa B3501 (variedade 
neoformans) para a infecção intravenosa de animais C57BL/6 em duas concentrações. 
Novamente, observamos a migração de leveduras para a medula óssea, e que inclusive 
ocorreu de forma dose-dependente, haja vista que a quantidade de células detectadas na 
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medula óssea aproximadamente dobrou (de 47.3 ± 25.1 para 104 ± 63,0), proporcionalmente 
ao aumento do inóculo (de 5x105 para 1x106 células) (figura 22D e E). 
No entanto, outros ensaios serão necessários para elucidar o mecanismo de disseminação 
para a medula óssea (i.e., se são carreadas por fagócitos ou vão livremente), o status 
metabólico das células neste sítio (i.e. se a medula abriga leveduras dormentes), e a 
capacidade de células dormentes em reativar a infecção latente e promover a infecção 






Figura 22. A infecção experimental de C. neoformans dissemina para uma série de tecidos murinos, 
incluindo a medula óssea. Quantificação total de UFC dos órgãos e fluidos indicados, coletados de 
camundongos infectados com C. neoformans. (A) Animais C57BL/6 foram infectados com 1x105 
leveduras da cepa H99, via intratraqueal, e analisados 14 dias pós-infecção (d.p.i.). (B) Camundongos 
C57BL/6 foram infectados com 1x104 leveduras da cepa H99, via intravenosa (veia lateral caudal), e 
analisados após 24 h de infecção. (C) Animais BALB/c foram infectados com 5x104 leveduras da 
cepa H99, via intranasal, e analisados 21 e 30 dias d.p.i. para a presença de UFC na medula óssea. 
Camundongos C57BL/6 foram infectados com 5x105 (D) ou 1x106 leveduras (E) da cepa B3501, via 
intravenosa (plexo venoso retro-orbital), e analisados 14 d.p.i. Vesículas seminais, próstata e uretra 
(VSPU). Os resultados são apresentados como médias ± SEM de UFC totais detectadas nos órgãos 





Nossos experimentos demonstram que C. neoformans é capaz de se disseminar, 
embora por vezes em baixa quantidade, para uma variedade de sítios anatômicos do 
hospedeiro murino, incluindo sítios de relevância na criptococose, como a próstata, já 
especulado como potencial reservatório da infecção em homens (DROMER et al., 2011). 
Relatos de casos de pacientes HIV+ que apresentaram contaminação do trato urogenital 
(sêmen, fluido seminal, urina e a própria próstata) mesmo após o tratamento com antifúngicos 
fortalecem essa hipótese (LARSEN et al., 1989; STAIB et al., 1989; STAIB et al., 1990).  
Fomos capazes de detectar também, de forma inédita em modelo animal, o fungo na 
medula óssea murina, importante reservatório para a infecção latente de outros patógenos 
como Mycobacterium tuberculosis (DAS et al., 2013), Leishmania sp. (LOPES et al., 2016), 
e o vírus HIV (CARTER et al., 2010; SEBASTIAN et al., 2017). A qualidade da medula 
óssea como sítio reservatório dos patógenos supracitados se dá mais especificamente por 
abrigarem células mesenquimais. Essas células podem fornecer um nicho favorável à 
persistência desses patógenos por apresentarem bombas de efluxo de drogas (DAS et al., 
2013), baixa produção de espécies reativas de oxigênio (DAS et al., 2008), normalmente não 
expressarem moléculas de MHC II (JACOBS et al., 2013) e residirem em sítios 
imunoprivilegiados (TORMIN et al., 2011). Além disso, esses sítios são frequentemente 
sujeitos a hipóxia, fator envolvido na indução de células dormentes, inclusive de C. 
neoformans (MORANOVA et al., 2009; HOMMEL et al., 2019). Porém, até o nosso 
conhecimento, nenhum estudo avaliou a capacidade de leveduras de C. neoformans 
infectarem tais células. Além disso, na medula óssea encontram-se outras células, de 
linhagem hematopoiética (como os monócitos), que poderiam ser alvo do parasitismo do 
fungo. Por fim, utilizamos rotas alternativas de infecção e diferentes linhagens tanto de 
camundongos quanto de C. neoformans que confirmaram a tendência deste em se alojar no 
interior da medula óssea. 
É de crucial importância, entretanto, confirmar se essa baixa carga fúngica encontrada 
em tais sítios secundários de infecção seria o suficiente para promover uma nova infecção no 
hospedeiro. Do contrário, esses achados não possuem grande relevância biológica em termos 
da patofisiologia da infecção criptocócica latente ou mesmo de um relapso da doença, e 
refletem particularmente um fenômeno vinculado à disseminação do fungo em um cenário 
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onde o paciente já se encontra imunocomprometido e no qual a infecção foi derivada de 
demais sítios reservatórios, como os próprios pulmões. Um estudo realizado por Clancy e 
colaboradores (2006) abriu a possiblidade para o estabelecimento de uma infecção murina 
bem-sucedida a partir de doses incomumente pequenas. Os pesquisadores demonstraram que 
22% dos isolados clínicos de C. neoformans var. grubii avaliados no estudo apresentaram 
uma dose letal mediana (LD50) com inóculos inferiores a 100 UFC na infecção de 
camundongos Swiss. Vale ressaltar que o sítio de inoculação utilizado, o SNC (via 
intracraneal), é considerado imunoprivilegiado e também associado à letalidade da doença, 
podendo assim não refletir a infecção em outros sítios secundários (ENGELHARDT et al., 
2017).  
Deve-se também considerar que a quantificação de leveduras por meio da avaliação 
de UFC desses sítios possa estar subestimada, assumindo que parte da população celular 
possa se encontrar dormente – e portanto, não cultivável –, como previamente demonstrado 
durante a infecção pulmonar de camundongos por Alanio e colaboradores (2015). Embora a 
adição de soro fetal nas placas de meio sabouraud sólido no presente estudo possa ter 
contribuído para o restabelecimento da culturabilidade dessas células, os estímulos e 
condições adequadas para a reativação de leveduras dormentes de C. neoformans permanece 
enigmática (HOMMEL et al., 2019).  
Nesse sentido, a infecção com as linhages fluorescentes desenvolvidas pode ser útil 
na quantificação dessa população de leveduras por meio da citometria de fluxo do 
homogeneizado dos órgãos do animal. Entretanto, mesmo assumindo uma maior capacidade 
de quantificação da população de células dormentes com o uso de técnicas não dependentes 
da culturabilidade celular, a aplicação de sistemas de imagiologia de fluorescência no 
rastreamento da infecção com nossas linhages fluorescentes, inicialmente prevista neste 
trabalho, certamente encontraria ainda maiores restrições na detecção do fungo nos sítios 
pouco colonizados. Limitações são inerentes a qualquer técnica, e nessa se encontra a 
relativamente baixa sensibilidade de detecção in vivo por aparelhos de imagiologia, devido a 
opacidade da pele e aos órgãos limitarem a formação de imagens fluorescentes abaixo de 
aproximadamente 100 µm (TOBIN et al., 2012). A exemplo, no estudo da infecção murina 
com cepas fluorescentes de Mycobacterium bovis acoplado ao uso desses aparelhos, uma boa 
visualização da infecção somente foi alcançada com inóculos grandes, na ordem de 106 
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bactérias (KONG et al., 2016). No modelo de infecção com uma linhagem de C. neoformans 
expressante de luciferase, o rastreamento confiável da infecção em camundongos só foi 
obtido a partir da presença mínima de 104 células no órgão, ao passo que uma visualização 
razoável dessas leveduras in vitro era alcançada com uma quantidade dez a cem vezes inferior 
(VANHERP et al., 2019). 
Estudos conduzidos em modelos animais têm auxiliado a elucidar essa intricada 
questão da patofisiologia da infeçcão latente de C. neofomans. Dentre os modelos animais 
disponíveis, o rato (Rattus rattus) apresenta algumas vantagens, como um corpo avantajado 
que permite mais facilmente uma variedade de manipulações. A exemplo de sua vantagem 
anatômica, sua próstata, embora seja dividida em lóbulos (ventral, lateral, anterior e dorsal) 
como a de camundongos, apresenta um grande tamanho. O tamanho reduzido da próstata 
murina dificultou em muito o seu isolamento neste trabalho, limitando-nos a fazer a sua 
excisão juntamente com a uretra e vesículas seminais, como é indicado na literatura 
(OLIVEIRA et al., 2016). Desta forma, não foi possível identificar especificamente qual (is) 
sítio (s) anatômico (s) era (m) responsável (eis) por abrigar as leveduras detectadas. Porém, 
a análise histopatológica desses órgãos poderá ser útil nesse sentido. 
A principal vantagem do modelo de rato, contudo, é a de que estes, diferentemente 
de camundongos, são capazes de desenvolver a criptococose pulmonar crônica (GOLDMAN 
et al., 2000; GOLDMAN et al., 2001; SABIITI et al., 2012). Um dos poucos estudos 
realizados nesse modelo e que contribuíram para a investigação do tema tratado por esta tese 
foi conduzido por Goldman e colaboradores (2000). Eles observaram que, embora ratos 
imunocompetentes infectados com C. neoformans apresentassem a infecção pulmonar após 
infecção via intratraqueal, e que persistia por meses com a contenção do fungo nos pulmões, 
apenas alguns ratos apresentaram quadros de disseminação extrapulmonar. Dos tempos 
avaliados no trabalho (1.5, 6, 12.5 e 18 meses após a infecção), apenas ratos com 6 meses de 
infecção apresentaram infecção no baço (2/5 ratos, com UFC médio de 2.46 x10), rins (1/5, 
com uma colônia isolada) e 1/3 dos ratos avaliados após 18 meses apresentou uma colônia 
no cérebro. Mais interessantemente, após administrarem imunossupressores aos ratos com a 
infecção crônica, foi observado um forte aumento da disseminação extrapulmonar, indício 
de reativação da infecção, possivelmente a partir de sítios reservatórios pulmonares. Não se 
descarta a possibilidade, entretanto, de que existam sítios reservatórios alternativos a esse. 
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Nesse contexto, é mais plausível que o envolvimento dos sítios extrapulmonares (e.g. 
medula óssea e próstata) verificado no presente trabalho esteja mais relacionado a um quadro 
de criptococose disseminada observado em hospedeiros imunocomprometidos 
(camundongos são considerados susceptíveis à infecção por C. neoformans) e 
subsequentemente associado à formação de sítios reservatórios para episódios de relapso da 
doença, do que uma disseminação resultado de infecção pulmonar primária em indivíduos 
imunocompetentes e gênese de infecções latentes. De fato, a detecção de C. neoformans na 
medula óssea ocorre quando já está em curso um alto comprometimento pulmonar e 
meningite, tanto em humanos, quanto no modelo de camundongo (figura 22A e C) (WOOD 
et al., 1996; PANTANOWITZ et al., 2000; SARAVANA et al., 2003; DHARWADKAR et 
al., 2014). Desta maneira, a instalação e persistência do fungo na medula óssea ainda poderia 
ser responsável pelos numerosos casos de relapso – e não de reativação - da infecção após 
terapias antifúngicas supostamente bem-sucedidas no combate da criptococose ou meningite 
associada. Ademais, a infecção de ratos para a análise de sítios de interesse como medula 
óssea e próstata podem ser importantes para a elucidação dessas questões. 
A execução de demais experimentos necessários à avaliação do estado metabólico 
das leveduras encontradas nos mais diversos sítios anatômicos murinos (figura 22), e da 
capacidade destas células em reativar uma infecção latente, é fundamental para a 
determinação se o fungo encontra-se em dormência e, por conseguinte, se os sítios que 
abrigam essas células podem ser considerados reservatórios de infecções latentes promovidas 
pelos mesmos. Entretanto, tais avaliações apresentam determinadas limitações 
experimentais, visto que requerem análises (e.g. da expressão de genes do fungo relacionados 
à dormência e avaliação de marcadores metabólicos por citometria de fluxo) que utilizam 
grande quantidade de amostra do fungo.  
Nesse sentido, o advento da metodologia recém-desenvolvida por Hommel e 
colaboradores (2019) para a produção de leveduras dormentes in vitro e sobretudo em 
abundância pode, entretanto, possibilitar o prosseguimento desses estudos. O conhecimento 
dessa metodologia possibilitaria a infecção experimental diretamente no sítio de interesse 
(e.g. a medula óssea) usando leveduras dormentes – contornando a limitação da baixa carga 
fúngica recuperada com as infecções convencionais –, seguida da avaliação da manutenção 
dessa dormência e/ou sua quebra seguida da disseminação no hospedeiro animal.  
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5. CAPÍTULO III – O PAPEL DOS MACRÓFAGOS NA 
DORMÊNCIA DE C. NEOFORMANS 
 Este último capítulo inclui o meu trabalho iniciado durante o estágio de doutorado 
sanduiche (CAPES-PDSE) na unidade de Micologia Molecular do Instituto Pasteur (Paris, 
França). O objetivo desta etapa da tese foi investigar os mecanismos moleculares e celulares 
associados à infecção latente de C. neoformans e sua reativação em macrófagos murinos in 
vitro. 
 
5.1. Materiais e métodos 
5.1.1. Cultivo de C. neoformans  
 O cultivo e indução de células dormentes se deu de acordo com o mencionado 
anteriormente. A culturabilidade e viabilidade das culturas foi monitorada a cada 
experimento a fim de confirmar o fenótipo de células dormentes vivas mas não cultiváveis 
(Viable But Not Culturable, VBNC). 
 
5.1.2. Teste de culturabilidade por CFU e método de plaqueamento 
O teste de cultabilidade foi conduzido conforme descrito neste documento. Os 
resultados foram expressos como porcentagem média de culturabilidade. Alternativamente, 
foi calculada a razão entre a culturabilidade no tempo experimental indicado e a 
culturabilidade inicial (no tempo H2, exceto quando indicado), sendo o resultado expresso 
como “Fold change”.   
Um método complementar para avaliação de culturabilidade descrito por Hommel et 
al., 2010, e que permite determinar a probabilidade de uma célula crescer foi utilizado. O 
método consiste em semear 100 células em 200 uL de meio mínimo (15 mM glicose, 10 mM 
MgSO4, 29.4 mM KH2PO4, 13 mM glicina e 3 uM de tiamina, pH 5.5, filtrado) por poço de 
uma placa de 96 poços e incubação durante 5 dias a 30ºC. Assumindo que o nível de 
culturabilidade de uma população celular é sujeita à variação aleatória e segue uma 
distribuição de Poisson, a probabilidade (p) de uma célula crescer pode ser determinada 
segundo a fórmula abaixo: 







X= nº de poços positivos para o crescimento de colônias 
Y= nº de poços semeados 
 
Para testar a capacidade de reativação das leveduras dormentes foi adicionado ao meio 
mínimo SFB a 10 ou 2% ou ácido pantotênico (D-Pantothenic acid hemicalcium salt, Sigma) 
a 125 µM. 
 
5.1.3. Análise de viabilidade celular por citometria de fluxo 
A análise de viabilidade celular foi conduzida segundo protocolo anteriormente 
descrito nesta tese. 
 
5.1.4. Obtenção de macrófagos derivados da medula óssea  
Os macrófagos derivados da medula óssea (Bone Marrow-Derived Macrophages, 
BMM) foram obtidos por um método descrito anteriormente (MARIM et al., 2010). 
Resumidamente, os fêmures e as tíbias murinas foram dissecados de camundongos C57BL/6 
de 10 a 12 semanas de idade e lavados com RPMI-1640 gelado (Sigma-Aldrich) para liberar 
células da medula óssea. As células foram centrifugadas (300 × g, 5 min, 4ºC), ressuspensas 
em tampão de lise de hemácias (Red Blood Cell Lysis Buffer; Sigma-Aldrich), lavadas e 
semeadas a 2x106 células/placas de Petri em 10 mL de meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) 
contendo 20% de soro fetal bovino inativado pelo calor (SBF), 10% de meio condicionado 
de fibroblastos L929 (L929-Cell Conditioned Medium, LCCM) e 50 μg/mL de gentamicina 
em atmosfera de CO2 a 5% e 37ºC. No dia três de cultivo, a cultura celular recebeu mais 10 
mL de meio completo fresco. No dia sete, as monocamadas de macrófagos foram lavadas 
com meio aquecido a 37ºC e desaderidas usando TrypLETM Express (Gibco). Em seguida, as 
células foram lavadas, ressuspensas em meio RPMI suplementado com 10% de (Gibco) e 5% 
de LCCM e plaqueadas durante a noite para a adesão celular. Antes dos experimentos, as 
monoculturas foram lavadas duas vezes com RPMI aquecido para a remoção das células não 
aderentes ou mortas em suspensão e incubadas em meio RPMI suplementado com 10% de 
SFB (exceto se mencionado de outra forma; meio completo de experimentação) e 1% de 
Penicilina e Streptavidina. 
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5.1.5. Ensaio de  interação entre macrófagos e leveduras de C. 
neoformans 
Macrófagos murinos foram diferenciados segundo mencionado anteriormente e 
plaqueados na concentração de 1x106 células/mL, sendo a quantidade determinada segundo 
a área do poço. Após um período de repouso durante a noite para permitir a adesão das células 
à placa, as monoculturas foram lavadas duas vezes com RPMI aquecido para a remoção das 
células não aderentes ou mortas em suspensão. As infecções se deram por meio da  incubação 
dos macrófagos em meio RPMI completo contendo 10 µg/mL de anticorpo monoclonal 
opsonizante 18B7 (mAb 18B7) e leveduras de C. neoformans na multiplicidade de infecção 
(MOI) 5 (i.e. cinco leveduras para cada macrófago), durante duas horas. Em seguida, as 
monoculturas foram lavadas de duas a três vezes com meio RPMI simples aquecido para a 
remoção de leveduras não internalizadas, adicionadas de meio completo fresco, e continuadas 
até 6, 12 ou 24 horas de interação, de acordo com o indicado nas legendas. 
 
5.1.6. Ensaio de reativação de células dormentes co-cultivadas com 
macrófagos 
Após a aderência durante a noite e lavagem conforme mencionado anteriormente, as 
monoculturas de macrófagos foram tratadas para os ensaios com células polarizadas. Os 
macrófagos foram estimulados ou não (Uns) com 50 ng/mL de IFN-ɣ (500 UI, Immunotools) 
sozinho ou simultaneamente com 100 ng/mL de LPS (Escherichia coli sorotipo O111:B4, 
Sigma), 20 ng/mL de IL-4 (Immunotools) ou 0,1 µM de dexametasona (Sigma). Após 24 
horas de tratamento, os poços foram lavados com RPMI aquecido e incubados com C. 
neoformans dormente (MOI 5) na presença de 10 µg/mL de 18B7 para permitir a fagocitose 
das leveduras. Como controle, a suspensão de fungos e anticorpo opsonizante foi plaqueada 
em poços na ausência de células (Inóculo H2 ou H24). Em seguida, os poços foram lavados 
de duas a três vezes para a remoção do fungo não internalizado, sendo a co-cultura 
interrompida (controle H2) ou prolongada por mais 22 horas (ponto H24) com um meio 
fresco completo contendo os estimulos mencionados a fim de se manter o estado de 
polarização do macrófago. Vale ressaltar que o grupo tratado concomitantemente com IFN-
ɣ e LPS recebeu uma dose de LPS cinco vezes maior (500 ng/mL) durante o reestímulo a fim 
de adquirir macrófagos com atividade microbicida frente a C. neoformans. 
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Nos tempos experimentais citados, os macrófagos foram lisados com 200 µL de uma 
solução de PBS a 0,05% de SDS à temperatura ambiente durante um minuto. Após a 
confirmação da lise total dos macrófagos com o auxílio de um microscópio, a suspensão de 
leveduras foi imediatamente adicionada de 800 µL de PBS para diluição do SDS e 
centrifugadas a 1500 x g durante 4 minutos. As células foram lavadas por mais duas vezes 
com PBS e em seguida utilizadas para análise de culturabilidade e/ou de viabilidade do fungo. 
No tempo de 24 horas de interação (H24) as leveduras entracelulares também foram coletas, 
lavadas e utilizadas para análise de culturabilidade, mas não de viabilidade, em razão da 
quantidade limitada de células obtidas. 
Previamente aos ensaios mencionados, para confirmar a polarização dos macrófagos 
para os perfis esperados, foi realizada a extração do RNA total dos macrófagos estimulados 
por 24 horas (tempo H0) e análise da expressão de genes-assinatura de perfis M1 (iNOS, Il6) 
ou M2 (Arg1) por RT-qPCR. Paralelamente, o sobrenadante foi coletado e submetido à 
dosagem de nitrito e IL-6  pelo método de Griess e por ELISA, respectivamente. Além disso, 
as células foram avaliadas para a expressão de MHC-II, marcador de células M1, por 
citometria de fluxo. 
 
Figura 23. Desenho experimental do experimento de reativação de leveduras dormentes de C. 
neoformans co-cultivadas com macrófagos murinos. 
 
5.1.7. RT-qPCR 
O RNA total de macrófagos foi extraído com o RNAeasy kit (Qiagen) de acordo com 
as instruções do fabricante. Posteriormente, os níveis de transcritos de iNOS, Il6 e Arg1 foram 
avaliados por meio de RT-PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR) pelo método SYBR 
green utilizando-se o SuperScript III Platinum SYBR green one-step qRT-PCR kit 
(Invitrogen). As reações foram conduzidas em 20 uL contendo 1x supermix (SYBR Green I, 
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MgSO4, Platinum taq DNA polimerase, dNTPs e estabilizantes), 0,3 uM de cada 
oligonucleotídeo e 4 ng de amostra de RNA. Após a etapa inicial de síntese de cDNA a 50ºC 
por 15 min seguida de desnaturação a 95ºC por 5 min, as amplificações foram realizadas por 
50 ciclos a 95ºC por 15 s e 60ºC por 30 s no aparelho LightCycler 480 (Roche Diagnostics). 
A expressão dos genes mencionados acima foi normalizada de acordo com a expressão do 
gene constitutivo GAPDH e expressa como “Fold change”, calculado pelo método 2−ΔΔCt 
(LIVAK & SCHMITTGEN, 2001). A sequência dos oligonucleotídeos utilizados é listada 
na tabela 2 abaixo. 
 
Tabela 2. Oligonucleotídeos usados nas análises de RT-qPCR. 
Gene Senso (5’-3’) Anti-senso 5’-3’ 
Arg1 GTTCCCAGATGTACCAGGATTC CGATGTCTTTGGCAGATATGC 
GAPDH TGTCCGTCGTGGATCTGAC CCTGCTTCACCACCTTCTTG 
Il6 GCTACCAAACTGGATATAA CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGAA 
iNOS CGAAACGCTTCACTTCCAA TGAGCCTATATTGCTGTGGCT 
 
5.1.8. Quantificação indireta de óxido nítrico 
A produção de óxido nitrico nas amostras de sobrenadante celular foi determinada de 
forma indireta por meio da quantificação do seu catabólito nitrito (NO2-) pelo método da 
reação de Griess. Resumidamente, a amostra foi incubada com igual volume de reagente de 
Griess (combinação de uma solução de 1% de sulfanilamida em 5% de ácido orto-fosfórico 
e uma solução a 0,1% de cloridrato de naftiletilenodiamino) durante 5 minutos à temperatura 
ambiente. A concentração de nitrito foi calculada com base em uma curva padrão de nitrito 
de sódio (NaNO2) (100 a 1,56 uM) em meio completo de experimentação. O corante azo 
formado foi quantificado por espectrofotometria a 540 nm. 
 
5.1.9. Dosagem de citocinas 
A avaliação dos níveis de IL-1β, IL-6 ou pro-IL-1β presentes nas amostras de 
sobrenadante ou lisado celular, no caso da última, se deu por de ELISA (Enzyme-Linked 
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Immunosorbet Assay; Ensaio de Ligação Imunoenzimático), de acordo com as instruções do 
fabricante (Invitrogen). Os resultados foram expressos em pg/mL de citocina. 
 
5.1.10. Imunofenotipagem celular 
 A análise da expressão de MHC-II e moléculas co-estimulatórias de macrófagos foi 
realizada por citometria de fluxo. Após a incubação das células infectadas ou não com C. 
neoformans de acordo como descrito anteriormente, as células foram estimuladas ou não com 
50 ng de IFN-ɣ e 500 ng/mL de LPS e incubadas novamente até completar 24 horas de 
interação. Em seguida, as células foram coletadas e ressuspendidas em PBS suplementado 
com 2% de SFB (solução de bloqueio) e marcadas duplamente com anticorpos monoclonais 
anti-CD11b (APC) e anti-MHC-II (PE), anti-CD80, anti-CD86 (conjugados a FITC) (todos 
eBioscience). Após uma hora de marcação a 4ºC, as células foram lavadas e adquiridas por 
citometria de fluxo utilizando o Guava easyCyte 12HT Benchtop ou o FACSVerse (BD 
Biosciences), seguido da análise no programa FlowJo (versão X). 
 
5.1.11. Sequenciamento de alto desempenho de RNA 
Após 6 horas de interação C. neoformans-macrófago, o sobrenadante foi coletado e 
armazenado e a monocamada de macrófagos foi lisada sobre o gelo. O RNA total das 
amostras do macrófago foi isolado utilizando o kit RNAeasy (Qiagen) de acordo com as 
recomendações do fabricante, ressuspendido em 50 uL de água MilliQ, alíquotado e 
congelado a -80ºC. O RNA total foi quantificado e teve sua integridade avaliada com o 
auxílio do Bioanalyzer 2100. O índice de integridade (RNA Integrity Number, RIN) das 
amostras foi igual ou superior a 9,9, de uma escala até 10 (dado não exibido) 
Bibliotecas enriquecidas de RNA poliadenilado foram preparadas utilizando o 
TruSeq Stranded mRNA Sample Prep Kit (Illumina) de acordo com as recomendações do 
fabricante. As amostras foram sequenciadas com o HiSeq 2500 (Illumina) gerando por volta 
de 25 a 30 milhões de leituras de fragmentos de extremidade emparelhada de 100 pb por 
amostra, pela equipe da instalação The Biomics Platform do Institut Pasteur (Paris, França). 
A contagem e anotações dos genes foram realizadas por Hugo Varet, do grupo de laboratório 
da própria instalação, sendo a análise da expressão diferencial de genes realizada pelo 
professor Christian Hoffman (USP). O diagrama de Venn foi produzido com o uso de uma 
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ferramenta online desenvolvida por Heberle e colaboradores (2015). Os demais heatmaps 
foram criados com o uso do programa GraphPad Prism v.6.0. 
 
5.1.12. Análise estatística 







5.2.1. A infecção com leveduras dormentes de C. neoformans induz, 
no macrófago macrófago, uma resposta transcricional 
reduzida e específica 
Por meio do sequenciamento de alto desempenho de transcritos de mRNA (RNAseq) 
do macrófago, avaliamos a regulação de vias de sinalização e genes relacionados ao 
metabolismo e principalmente à resposta imune em macrófagos diferenciados da medula 
óssea murina na interação com leveduras de C. neoformans em diferentes estados 
metabólicos: fase exponencial (E-Cn), estacionária (S-Cn) ou leveduras dormentes (D-Cn).  
A análise de componentes principais (PCA) dos dados globais do transcriptoma e do 
heatmap global dos genes diferencialmente regulados mostrou diferentes padrões para todas 
as condições, possuindo D-Cn um padrão específico, porém próximo de S-Cn (figura 24A e 
B). E-Cn induziu a mais intensa resposta transcricional, com 2281 genes diferencialmente 
regulados, seguido de S-Cn e D-Cn (1991 e 813, respectivamente), que promoveu a infecção 
mais silenciosa (figura 24B e C). D-Cn foi capaz de regular um reduzido e específico 
transcriptoma (figura 24C), com 45 genes exclusivamente regulados pela mesma, incluindo 
a regulação negativa de Nox1, associado a produção de superóxidos e peróxido de hidrogênio. 
Ademais, conservou a capacidade de modulação de uma série de genes cuja expressão está 
associada à persistência no hospedeiro, incluindo os genes Cat, Sod2 e Cd274, e a inibição 
de genes de papel oposto, como Cd14, Tlr9 e Ifngr1 (tabela 3). Contrariamente às formas não 
dormentes, D-Cn não induziu os genes autofágicos Atg5 e Atg12, ou alguns genes 
normalmente associados ao reconhecimento e sinalização celular na infecção com fungos, 
como Clec4e, Clec4d, Mrc1, Malt1, Syk e Raf1. 
 Além disso, enquanto E-Cn induziu uma série de genes das famílias de quimiocinas 
CC e CXC, associadas principalmente ao recrutamento de monócitos e neutrófilos, 
respectivamente, macrófagos infectados com D-Cn ou S-Cn exibiram um conjunto menor e 
mais fracamente induzido desses genes, especialmente aqueles do tipo CXC (figura 25). 
Assim, de forma geral dentre as formas de C. neoformans avaliadas, E-Cn induziu a mais 
intensa expressão de genes pró-inflamatórios, como também um painel mais amplo destes, 
figurando exclusivamente nele genes como Casp1, Nox2, Ptgs2, Cd40, Stat1 e Jak1, sendo 
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os dois últimos integrantes chaves da via de sinalização JAK-STAT, importante para o 
controle de várias citocinas e fatores de crescimento. 
 
Figura 24. A infecção com leveduras dormentes de C. neoformans induz, no macrófago murino, um 
transcriptoma reduzido e específico. (A) A análise de componentes principais (PCA) do transcriptoma global 
do macrófago indicou diferenças drásticas entre o grupo não infectado (Uni) e os grupos infectados por 6 horas 
com C. neoformans na fase de crescimento exponencial (E-Cn), estacionária (S-Cn) ou no estado dormente (D-
Cn). A maior diferença se deu na infecção por E-Cn, ocorrendo na infecção por D-Cn um perfil diferente das 
demais, mas próximo de S-Cn. (B) O heatmap global do transcriptoma permitiu observações semelhantes à do 
PCA. (C) O diagrama de Venn exibiu a intersecção de uma série de genes diferencialmente expressos comuns 
a todas as infecções, comuns a E-Cn e S-Cn, e em uma menor extensão entre cada um destes, principalmente 
E-Cn, e D-Cn. D-Cn modulou um conjunto de genes exclusivos e globalmente o menor transcriptoma detectado. 
Os dados representam a média de 3 replicatas biológicas independentes de genes diferencialmente regulados 
em relação ao grupo controle não infectado (p ajustado < 0,05 e |Log2FC| > 0,5). 
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Tabela 3. Genes selecionados que foram diferencialmente expressos em macrófagos 
murinos infectados por C. neoformans. 




Argininosuccinato Sintetase 1 Ass1 
Catalase Cat 
Ligante 2 de Quimiocina com Motivo C-C  Ccl2 
Receptor 2 de Quimiocina com Motivo C-
C  
Ccr2 
Gene imunoresponsivo 1 Acod1 (IRG1)  
Antagonista do receptor de Interleucina 1 Il1rn 
Matriz Metaloproteinase 2 Mmp12 
Proteína homóloga do entalhe do locus 
neurogênico 4 
Notch4 
Ligante de morte celular programada 1 Cd274 (PD-L1) 
Superóxido Dismutase 2 Sod2 
Antigeno de diferenciação Cd14 
Interleucina-1 Beta Il1b 





Gene autofágico 12 Atg12 
Gene autofágico 5 Atg5 
Membro D da família do domínio da 
lectina tipo C 4 
Clec4d (Dectin3, 
MCL) 
Membro E da família do domínio da 
lectina tipo C 4 
Clec4e (Mincle) 
Receptor de manose Mrc1/Cd206 
Proteína de Translocação 1 do Linfoma de 
Tecido Linfoide Associado à Mucosa 
Malt1 
Óxido nítrico sintase 2 Nos2 (INOS) 
Oncostatina M Osm 
Raf-1 Proto-Oncogene, Serina Raf1 
Tirosina quinase de baço  Syk 
Antígeno de ativação de linfócito T CD86 Cd86 
Regulados apenas 
por D-Cn 




Caspase 1 Casp1 
Antígeno de diferenciação 40 Cd40 
Membro A da família do domínio da 
lectina tipo C 6 
Clec6a (Dectin2) 
Janus Kinase 1  Jak1 
NADPH Oxidase 2 Nox2/Cybb 
Prostaglandina-Endoperóxido Sintase 2 Ptgs2 
Transdutor de sinal e ativador de 
transcrição 1 
Stat1 
Receptor do Tipo Toll 2 Tlr2 
Interleucina 10 Il10 





Figura 25. A infecção por C. neoformans, especialmente na fase exponencial, induz diversos genes 
relacionados a resposta quimiotática. Heatmap de genes das famílias de quimiocinas CC e CXC que 
foram diferencialmente regulados, em sua maioria positivamente, por C. neoformans, especialmente 
na condição de infecção por E-Cn. 
 
5.2.2. Leveduras dormentes de C. neoformans são incapazes de ativar 
o inflamassoma NLRP3 em macrófagos murinos  
Decidimos avaliar se as vias de sinalização do inflamassoma eram afetadas 
diferentemente entre o fungo dormente e não-dormente. A análise de RNAseq nos permitiu 
observar a expressão diferencial de uma série de genes do inflamassoma no macrófago sob 
infecção com quaisquer formas de C. neoformans. De forma geral, os genes relacionados à 
função de reconhecimento pelo complexo do inflamassoma (Nlrp3, Nlrp1b e Zbp1) ou de 
seus produtos (Il1r1) foram inibidos, enquanto, de acordo, o gene antagonista do receptor de 
IL-1, Il1rn, foi induzido (figura 26B). Consistentemente, Il1b foi reprimido em todas as 
infecções. Curiosamente, enquanto foi observada a tendência de indução de Il1a pelas formas 
não-dormentes, D-Cn foi incapaz de induzir esse gene. Em adição, genes associados a 
caspases inflamatórias, Casp1 e Casp4, necessárias a função executora do inflamassoma, 
foram significantemente induzidas por E-Cn, mas não pelas demais leveduras. 
A ativação do inflamassoma NLRP3 ocorre normalmente mediante dois sinais: 
reconhecimento de determinadas citocinas ou PAMPs, como LPS, levando à transcrição e 
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produção de pró-IL-1β e NLRP3 (denominado priming); e subsequentemente o 
reconhecimento de um sinal de dano (DAMP), o que resulta na maturação e secreção de IL-
1β. Observamos que a infecção com C. neoformans não repercutiu no aumento dos níveis 
intracelulares de pro-IL-1β após 12 ou 24 horas de interação (Figura 26C), como observado 
por meio do estímulo com LPS, concordando com dados da literatura (GUO et al., 2013) e 
os nossos resultados de RNAseq (figura 26A) que mostram que a infecção de macrófagos 
com leveduras encapsuladas de C. neoformans é incapaz de induzir o priming. 
Consistentemente com dados prévios do nosso grupo (BÜRGEL et al., 2019), a interação 
entre o macrófago pré-estimulado com LPS (primado) e E-Cn ou S-Cn resultou no aumento 
da secreção de IL-1β após 24 horas de co-cultivo (figura 26D). Para verificar se o 
inflamassoma NLRP3 estava envolvido nesse aumento, infectamos também macrófagos 
derivados de camundongos deficientes para o seu receptor homônimo, quando observamos 
uma significativa queda dos níveis da citocina no sobrenadante celular. Interessantemente, 
leveduras da fase estacionária inativadas por calor ou leveduras dormentes foram incapazes 
de elevar significativamente os níveis de IL-1β, independentemente do macrófago utilizado. 
Em conjunto, nossos resultados demonstram que as leveduras dormentes de C. neoformans 
não só conservam a habilidade de leveduras não-dormentes em reprimir o primeiro sinal para 
ativação do inflamassoma como, diferentemente dessas, e mesmo na presença de um 





Figura 26. Leveduras dormentes de C. neoformans são incapazes de ativar o inflamassoma NLRP3 
em macrófagos. (A) Genes pertencentes e relacionados a família de receptores do tipo Toll ou de 
lectinas tipo C, associadas ao priming, e seus transdutores de sinal, são fracamente induzidos por C. 
neoformans, especialmente por D-Cn. (B) Genes associados às vias de sinalização do inflamassoma 
são reprimidos por C. neoformans, ou fracamente induzidos, por leveduras dormentes de C. 
neoformans. (C) Os níveis intracelulares de pró-IL-1β são inalterados durante o co-cultivo com C. 
neoformans por 12 ou 24 horas, enquanto induzidos pelo estímulo exógeno com 500 ng/mL de LPS. 
(D) Aumento significativo dos níveis de IL-1β no sobrenadante de BMMs derivados de camundongos 
selvagens, mas não knockouts para Nlrp3, infectados com as formas não-dormentes, mas não D-Cn 
ou S-Cn inativado por calor (HK S-Cn; 70ºC, 1 hora). Os macrófagos foram primados por 3 horas 
com LPS e então incubados com o agonista para NLRP3 e controle positivo, nigericina (nig; 20 µM, 
durante os 40 minutos finais do cultivo), ou com as diferentes formas do fungo por 24 horas. Os 
resultados são apresentados como médias ± SD de no mínimo dois experimentos independentes. ***p 




5.2.3. C. neoformans dormente assemelha-se a leveduras não 
dormentes no perfil de modulação de genes e marcadores 
associados à apresentação antigênica, embora induza maior 
expressão de MHC-II 
C. neoformans é um exímio modulador da função de células efetoras da resposta 
imune, ao que é atribuído principalmente à expressão de determinados fatores de virulência 
(CAMPUZANO & FLOYD, 2018). Nesse sentido, investigamos se a célula dormente seria 
capaz de conservar essa habilidade imunomodulatória sobre a função de macrófagos na 
apresentação de antígenos. A nível transcricional, de acordo com a análise de RNAseq do 
macrófago infectado, observamos a modulação de uma variedade de genes reguladores da 
apresentação para e ativação de linfócitos (e.g. Cd274, H2-M2, H2-Ab1, Cd80, Icosl) de 
forma semelhante entre as formas de C. neoformans testadas (figura 27A).  
Interessantemente, o fungo dormente não só induziu H2-Ab1 (figura 27A), gene 
integrante do complexo principal de histocompatibilidade II (MHC-II), bem como estimulou 
a expressão dessa molécula na membrana celular, de acordo com citometria de fluxo (figura 
27B). O mesmo resultado citométrico foi observado para a forma S-Cn inativada por calor, 
enquanto sua forma viável, assim como E-Cn, não alteraram a expressão da molécula – 
embora o tenham feito a nível transcricional. Em relação à expressão de moléculas co-
estimulatórias, consistentemente com os dados do transcriptoma, nenhuma das formas do 
fungo alterou a expressão de CD80 a nível traducional. Já Cd86 foi positivamente regulado 
por E-Cn e S-Cn, embora nenhuma forma de C. neoformans tenha de fato alterado a 
expressão de sua proteína na membrana do macrófago. 
Já foi demonstrado o envolvimento da urease de C. neoformans no acúmulo de células 
dendríticas imaturas no curso da infecção pulmonar (OSTERHOLZER et al., 2009). 
Ademais, uma possível redução da atividade dessa enzima em células dormentes não seria 
incomum, uma vez que células dormentes de C. neoformans experimentam uma drástica 
diminuição metabólica global (HOMMEL et al., 2019). Assim, inoculamos as diferentes 
formas de C. neoformans em meio líquido de ureia Christensen em uma alta quantidade e um 
período de duas horas, de forma a suprimir o viés de um aumento da produção enzimática 
associado à proliferação celular – variável entre as formas testadas. Como esperado, D-Cn, 
assim como HK S-Cn, falhou em produzir urease nas condições testadas, visto que não 
detectamos o roseamento do meio verificado no cultivo com S-Cn, indício da alcalinização 
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do pH devido à catalização da hidrólise da ureia em amônia (figura 27C). Desse modo, nossos 
resultados indicam que células dormentes de C. neoformans assemelham-se a leveduras não 
dormentes no perfil de modulação de genes e marcadores associados à apresentação 
antigênica, embora induza maior expressão de MHC-II, possivelmente em consequência à 




Figura 27. D-Cn modula semelhantemente genes e marcadores associados à apresentação antigênica, 
mas não a expressão de MHC-II na membrana. (A) O Heatmap mostra a manutenção, na infecção 
por D-Cn, do perfil modulatório de C. neoformans sobre a expressão de genes associados à 
apresentação de antígenos. (B) A análise citométrica mostra que macrófagos infectados com D-Cn 
por 24 horas exibem semelhante modulação de moléculas co-estimulatórias em comparação às formas 
não dormentes viáveis. Contudo, promovem, juntamente com S-Cn inativado por calor, um aumento 
da intensidade de fluorescência média (IFM) de macrófagos marcados para a expressão de MHC 
classe II por citometria de fluxo. (C) Diferentemente de S-Cn viável, sua forma inativada ou dormente 
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são incapazes de induzir alteração colorimétrica e, inferindo-se, atividade de urease, quando 
incubadas (108 leveduras/mL) por 2 horas em meio Christensen líquido (37ºC, 100 rpm), examinado 
visualmente e com o auxílio de um espectofotômetro a 550 nm. Os resultados são apresentados como 
médias ± SD de dois experimentos independentes. **p < 0,01, ***p < 0,001, em relação ao grupo 
não infectado/inoculado controle (Uni). 
 
5.2.4. Leveduras dormentes de C. neoformans não induzem a 
produção de óxido nítrico, mas falham em sua neutralização 
A enzima óxido nítrico sintase induzível (INOS) responde à infecção por C. 
neoformans catalisando a hidrólise do aminoácido arginina em óxido nítrico (NO), 
capacitando assim o macrófago para conter e eliminar o fungo (WAGER et al., 2016). No 
nosso modelo, observamos que os genes Slc7a1 e Slc7a2, principais transportadores para a 
aquisição de arginina pela célula (RATH et al., 2014), foram regulados positivamente por E-
Cn e S-Cn, mas não por D-Cn (figura 28A e B). Além disso, verificou-se a indução 
simultânea, por todas as formas de C. neoformans, de uma via de obtenção alternativa 
mediante a reciclagem da citrulina, que é produzida concomitantemente ao NO pela INOS, e 
convertida novamente em arginina por meio das enzimas codificadas por Ass1 e o gene 
constitutivo Asl. De acordo, E-Cn e em menor extensão S-Cn foram capazes de induzir a 
expressão de iNOS (Nos2), embora, interessantemente, D-Cn fora incapaz de promover uma 
indução significativa. Consistentemente, a expressão do gene codificador para arginase 
(Arg1), enzima que compete com INOS pelo uso da arginina como substrato, foi 
significativamente reprimida por S-Cn e D-Cn, sendo observada a mesma tendência na 
infecção por E-Cn. 
Avaliamos também os níveis do indicador da produção de NO, nitrito (NO2-), no 
sobrenadante celular após 24 horas de interação. Nenhuma infecção com C. neoformans 
resultou na produção efetiva de nitrito (figura 28C). Como é conhecida a capacidade de C. 
neoformans em detoxificar NO, avaliamos os níveis de seu indicador em culturas de 
macrófagos infectados co-expostos a IFN-ɣ e LPS, conhecidos indutores de NO 
(KAWAKAMI et al., 1997). Interessantemente, enquanto S-Cn e E-Cn reduziram 
significativamente os níveis de nitrito induzidos por IFN-ɣ e LPS, a interação com HK-Cn 
ou D-Cn resultou em níveis inalterados do subproduto de NO (figura 28D). Tomados em 
conjunto, nossos resultados sugerem que D-Cn não estimula a produção de óxido nítrico na 
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infecção de macrófagos, enquanto falha em neutralizar a molécula na interação com 
macrófagos classicamente ativados. 
 
Figura 28. Leveduras dormentes de C. neoformans não induzem a produção de óxido nítrico, mas 
falham em sua neutralização. (A) O heatmap mostra a indução de vários genes relacionados à 
obtenção de arginina e sua metabolização via INOS durante a infecção de macrófagos por leveduras 
não-dormentes, mas não por D-Cn. (B) Mapa representativo das vias metabólicas da arginina, 
exibindo somente os genes diferencialmente expressos na infecção. As setas para cima e para baixo 
denotam genes positivamente ou negativamente regulados, respectivamente. Genes induzidos por D-
Cn são representados por setas azuis, enquanto S-Cn e E-Cn por setas vermelhas e cinzas, 
respectivamente. (C) Determinação indireta da produção de óxido nítrico através da quantificação de 
nitrito (NO2-) do sobrenadante de macrófagos infectados por 24 horas submetido à reação de Griess. 
(D) Posteriormente à lavagem do fungo extracelular 2 horas após a infecção, os macrófagos foram 
ativados com 500 ng/mL de LPS e 500 UI de IFN-ɣ para a produção de óxido nítrico. Observa-se que 
enquanto nenhuma forma de C. neoformans é capaz de elevar os níveis de nitrito no sobrenadante dos 
macrófagos na ausência de estímulos exógenos, na presença desses, são capazes de reduzir os níveis 
da molécula, exceto na infecção com leveduras dormentes ou inativadas por calor. Os resultados são 
apresentados como médias de 3 replicatas biológicas (A), ou médias ± SD de dois experimentos 
independentes (C e D). ***p < 0,001, em relação ao grupo não infectado controle (Uni). 
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5.2.5. A interação com macrófagos murinos diminui a 
culturabilidade de leveduras intracelulares dormentes de C. 
neoformans 
Por outro lado, nós também nos interessamos no comportamento das células 
dormentes de C. neoformans durante a interação com os macrófagos. Nesse sentido, nos 
perguntamos se o fenótipo de polarização do macrófago poderia exercer um papel na 
provisão de condições favoráveis ou prejudiciais à culturabilidade de células dormentes. Para 
adquirir diversos perfis de ativação do macrófago, nós os tratamos com citocinas indutoras 
para os estados de ativação M1 ou M2 (IFN-ɣ e IL-4, respectivamente) (figura 23). Em 
adição, nós também estimulamos macrófagos concomitantemente com IFN-ɣ e LPS para 
induzir uma robusta ativação do tipo clássica associada a uma superior atividade microbicida. 
O tratamento com o imunossupressor corticosteroide dexametasona foi aplicado para gerar 
macrófagos não ativados. Posteriormente, nós checamos marcadores-assinatura de perfis M1 
e M2 para confirmar uma polarização bem-sucedida (Figura 29).  
Como esperado, o estímulo com IFN-ɣ levou à expressão de marcadores clássicos 
M1, induzindo a transcrição de iNOS e promovendo a expressão de MHC-II na membrana 
do macrófago (figura 29A e E, respectivamente). Por meio da estimulação concomitante com 
LPS, observou-se um forte incremento na expressão do gene INOS (figura 29A), e 
capacitação para a indução de transcritos de Il6 e seus produtos de tradução (figura 29C e D), 
além de robusta e efetiva produção de NO, de acordo com a dosagem de nitrito (figura 29B). 
Alternativamente, observamos que o macrófago na presença de IL-4 foi fracamente capaz de 
induzir MHC-II e incapaz de induzir os demais marcadores M1 (figura 29A-E). 
Contrariamente aos estímulos IFN-ɣ e/ou LPS, a citocina clássica do perfil Th2 modulou 
para uma razão inversa a expressão de iNOS e Arg1 (figura 29A), caracterizando, portanto, 
um macrófago M2. O tratamento com dexametasona não induziu nenhum marcador de 
ativação, igualmente ao macrófago não estimulado (uns), enquanto significativamente 
suprimiu marcadores M1 quando coadministrado com IFN-ɣ sozinho ou combinado com 
LPS (figuras 29A, B, D e E), comprovando sua atividade biológica. 
Em seguida, conduzimos o co-cultivo desses macrófagos, previamente estimulados 
ou não, com D-Cn por mais 24 horas ou apenas 2 horas, como controle. Ressalta-se que os 
macrófagos foram re-estimulados com seus respectivos estímulos após a lavagem do fungo 
113 
 
extracelular (no tempo de 2 horas), de forma a garantir a manutenção do seu perfil de 
polarização e sobreposição da modulação elicitada pelo fungo. A internalização por 
macrófagos, independentemente do perfil fenotípico deste último, resultou na diminuição 
progressiva da culturabilidade do fungo até atingir níveis quase nulos ao final de 24 horas de 
cocultura, de acordo com a quantificação por UFC e pelo método de plaqueamento em meio 
líquido (Figura 30A e B). A reprodução desse resultado por meio de metodologias distintas 
para romper os macrófagos excluiu a possibilidade da solução de lise ter afetado a 
culturabilidade do fungo (Figura 30C). Além disso, a análise de viabilidade das leveduras 
recuperadas nesse ponto indica que não houve perda significativa de viabilidade fúngica no 
ambiente intracelular sob qualquer tratamento polarizador do macrófago (Figura 30D). Na 
ausência de macrófagos, porém, o fungo apresentou redução parcial da viabilidade, 
acompanhando e potencialmente justificando o decréscimo de culturabilidade verificado por 
UFC (Figura 30D e A, respectivamente). Esses resultados indicam que a internalização e 
permanência de D-Cn em macrófagos favorecem a manutenção e intensificação do estado de 





Figura 29. Análise da expressão de marcadores-assinatura de macrófagos murinos polarizados para 
M1 ou M2. (A-E) Macrófagos murinos (Uns) foram ativados classicamente com citocinas IFN-ɣ (50 
ng ou 500 U) sozinho ou concomitantemente com LPS (100 ng) para adquirir maior potencial pró-
inflamatório. Para um perfil de ativação alternativa M2, utilizou-se a citocina IL-4 (20 ng/mL). Foi 
utilizado o tratamento com dexametasona (0,1 µM) sozinho para aquisição de um perfil não ativado 
(M0), ou na presença de indutores do perfil M1 para avaliar sua capacidade imunossupressora. A 
análise dos marcadores de M1 (iNOS e Il6) e M2 (Arg1) a nível transcricional foi conduzida por RT-
qPCR. A expressão dos transcritos foi normalizada com o gene constitutivo GAPDH e indicada como 
“Fold Change” (C), ou utilizada para o cálculo da razão dos níveis de transcritos entre iNOS e Arg1, 
exibida como Log2 (FC) (A). A quantificação de nitrito (NO2-) e IL-6 do sobrenadante de cultura foi 
realizada por reação de Griess e ELISA, respectivamente (B, D). A análise dos níveis de expressão 
de MHC-II foi realizada por citometria de fluxo (E). Os resultados são apresentados como médias ± 
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SD de uma replicata biológica representativa de no mínimo dois experimentos independentes 
conduzidos em triplicatas técnicas de 24 horas de cultivo sob estímulo. ***p < 0,001, entre os grupos 
indicados, ou em relação ao grupo não estimulado controle (Uns). 
 
Figura 30. A interação com macrófagos decresce a culturabilidade de C. neoformans dormente 
intracelular independentemente do estado de polarização celular e sem afetar a viabilidade da 
levedura. Macrófagos murinos não ativados (Uns e Dex), classicamente ativados (IFN-ɣ e IFN-
ɣ+LPS) ou alternativamente ativados (IL-4) foram co-cultivados com leveduras dormentes de C. 
neoformans. Após 2 e 24 horas de interação, as leveduras internalizadas foram liberadas com o uso 
de PBS a 0,05% SDS e analisadas para culturabilidade por contagem de UFC (A), método de 
plaqueamento em meio mínimo (B), e viabilidade por citometria de fluxo com o uso da marcação 
Live/Dead (D). (C) Para excluir um possível viés da interferência da solução de lise na culturabilidade 
do fungo dormente, este parâmetro foi avaliado comparando-se o uso de PBS a 0,05% de SDS e a 
lise obtida com água MilliQ, não tendo sido encontrada qualquer diferença. Os dados de 
culturabilidade foram expressados como a porcentagem relativa de colônias crescidas em meio SDA 
em relação ao inóculo plaqueado por amostra (104 leveduras), ou pelo cálculo da probabilidade de 
crescimento de uma célula (método de plaqueamento de 100 células por poço). Cada 
amostra/replicata técnica foi plaqueada em duplicata para UFC (gerando 2 pontos no gráfico) e em 
unicata para o método de plaqueamento (1 ponto). Os resultados são apresentados como médias ± SD 
de uma replicata biológica representativa de dois experimentos independentes. *p < 0,05, **p < 0,01, 
***p < 0,001, entre os grupos indicados. 
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5.2.6. A interação com macrófagos murinos promove a reativação de 
leveduras dormentes de C. neoformans presumivelmente 
exocitadas, enquanto essa reativação é frustrada por 
macrófagos robustamente ativados de forma clássica 
Considerando que C. neoformans é capaz de sofrer exocitose e retornar do 
fagolisossomo ao ambiente extracelular, nós expandimos a análise para as leveduras 
recuperadas do sobrenadante de cultura após 24 horas de interação. Surpreendentemente, 
essas leveduras extracelulares experimentaram um aumento de culturabilidade de mais de 4 
vezes em comparação às leveduras não internalizadas ainda no início (inóculo controle H2) 
e ao final da co-cultura (inóculo controle H24), e de forma semelhante em quase todas as 
condições de tratamento celular. Interessantemente, houve uma exceção: C. neoformans co-
cultivado junto a macrófagos altamente pró-inflamatórios apresentaram uma resposta oposta, 
de perda de culturabilidade para níveis semelhantes à de leveduras intracelulares (Figura 31A 
e B).  
Curiosamente, a taxa de culturabilidade e a produção de óxido nítrico apresentaram 
um comportamento inverso entre si, de forma que o macrófago estimulado com IFN-ɣ e LPS 
e ímpar na capacidade de produzir óxido nítrico foi também o único hábil a frustrar a 
reativação do fungo, o que pode sugerir que o óxido nítrico tenha um papel na manutenção 




Figura 31. A interação com macrófagos resulta na reativação da população de leveduras dormentes 
recuperadas do sobrenadante, que é frustrada por macrófagos robustamente ativados de forma 
clássica. Após 24 horas de interação macrófagos-leveduras dormentes, as leveduras encontradas no 
sobrenadante (extracelulares ou extra), foram analisadas para culturabilidade por contagem de UFC 
(A) e método de plaqueamento em meio mínimo (B) da mesma forma que leveduras liberadas 
artificialmente dos macrófagos usando SDS (intracelulares ou intra). Os dados exibidos foram 
calculados com base na razão entre a culturabilidade do grupo indicado em relação à do grupo 
controle “inoculum H2”, demarcado pela linha pontilhada (limiar de reativação), e denotados como 
“Fold Change”. As leveduras extracelulares ultrapassaram o limiar de culturabilidade controle, 
sugerindo a reativação de uma parcela da população; de maneira oposta, a população de leveduras 
intracelulares, ou aquelas extracelulares advindas dos poços com macrófagos M1 polarizados com 
IFN-ɣ+LPS retrogrediram, indicando o aprofundamento da dormência. (C) A sobreposição dos 
gráficos de culturabilidade das leveduras extracelulares e da produção de nitrito por meio do reagente 
de Griess mostra uma relação inversa entre a culturabilidade e a produção de elevadas quantidades 
de óxido nítrico. Os resultados são apresentados como médias ± SD de uma replicata biológica 






5.2.7. A reativação das leveduras de C. neoformans na cocultura com 
macrófagos é influenciada pela presença de soro fetal bovino, 
apesar deste não ser um requisito necessário neste processo 
 É sabido que o SFB, um dos constituintes do meio de experimentação usado e, 
portanto, em contato com as leveduras reativadas antes e após a internalização pelos 
macrófagos, apresenta a capacidade de reativar células dormentes em diferentes modelos, 
incluindo C. neoformans (ALANIO et al., 2015). Para avaliar o nível da influência do SFB 
no fenômeno de reativação observado, testamos o meio RPMI (pH 7,4) com diferentes 
concentrações do soro (0, 2 e a previamente utilizada, 10%), na ausência ou presença de 
macrófagos, além de meio mínimo (pH 5,5). Observamos que, em todas as concentrações de 
SFB testadas em meio RPMI, a presença concomitante de macrófagos levou a maiores 
valores de culturabilidade em relação às respectivas concentrações em meio livre de 
macrófagos (figura 32A). A concentração máxima de SFB (10%) induziu os maiores valores 
de culturabilidade, na ausência e, especialmente, presença de macrófagos. O meio RPMI 
sozinho ou sob baixa concentração de SFB (2%) foi incapaz de induzir a reativação das 
leveduras, enquanto a presença de macrófagos foi capaz de levar, igualmente nas duas 
condições, a um aumento de culturabilidade. O meio mínimo, mesmo sem soro, permitiu um 
dos maiores índices de culturabilidade. Consistentemente, por meio da técnica de 
plaqueamento de D-Cn em meio mínimo, observamos uma curva de culturabilidade dose-
dependente de SFB (figura 32C). 
 Paralelamente, reproduzimos esses tratamentos na cocultura com um controle 
composto de 1% de leveduras cultiváveis e o restante de leveduras inativadas por calor (1% 
S-Cn + 99% S-Cn-HK), valor de culturabilidade semelhante ao obtido com o nosso protocolo 
de indução de células dormentes (figura 32B). Contrariamente aos resultados com D-Cn, a 
culturabilidade das leveduras sob tratamento com meio suplementado a 10% de SFB foi 
superior na ausência de macrófagos. Além disso, enquanto a culturabilidade na ausência de 
macrófagos acompanhava a dose de SFB empregada, não houve diferença significativa na 






Figura 32. A reativação das leveduras de C. neoformans na co-cultura com macrófagos é influenciada 
pela, mas dispensa a presença de soro fetal bovino. (A) Leveduras dormentes foram cultivadas em 
meio RPMI contendo diferentes concentrações de SFB (0, 2 e 10%), na ausência (círculos 
preenchidos) ou presença (círculos vazios) de macrófagos, além de meio mínimo, nos tempos 
indicados. (B) Esse teste foi aplicado também para um inóculo constituído de 1% de leveduras na 
fase estacionária e 99% das leveduras desse mesmo cultivo que foram inativadas por calor (1% S-Cn 
+ 99% S-Cn-HK). Os pontos representam a porcentagem de culturabilidade em meio SDA em relação 
ao inóculo. (C) Leveduras dormentes foram analisadas por meio da técnica de plaqueamento em meio 
mínimo, onde este foi suplementado com as concentrações de SFB mencionadas acima. Os resultados 
são apresentados como médias ± SD de uma replicata biológica representativa de dois experimentos 
independentes (A e B) ou de um experimento piloto (C). *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, entre 






5.2.8. A inibição de INOS permite a reativação de leveduras 
dormentes frustrada por macrófagos robustamente ativados 
 Observamos anteriormente neste estudo que a reativação de leveduras dormentes de 
C. neoformans durante a infecção de macrófagos é frustrada na presença de altas 
concentrações de óxido nítrico, concentrações estas que são atingidas somente mediante a 
estimulação combinada usando IFN-ɣ e LPS (figura 31C). Posto isso, avaliamos se o 
tratamento dos macrófagos com o inibidor de INOS aminoguanidina seria capaz de reverter 
esse fenômeno observado. Para isso, primeiramente testamos diferentes concentrações do 
composto, e observamos a eliminação dos níveis de nitrito a 1 mM da droga, concentração 
que foi selecionada para o teste seguinte de culturabilidade (figura 33A). Interessantemente, 
o tratamento dos macrófagos robustamente ativados com o inibidor não só reestabeleceu a 
culturabilidade do fungo dormente, como surpreendentemente a levou a níveis superiores ao 
controle (macrófago não estimulado) (figura 33B). Interessantemente, a aminoguanidina não 
apresentou efeito direto na culturabilidade do fungo dormente, de acordo com o método de 
plaqueamento realizando-se diluição da droga no meio mínimo (figura 33C). Esses resultados 
indicam que a inibição de INOS permite a reconstituição da reativação de D-Cn frustrada por 





Figura 33. A inibição de INOS permite a reconstituição da culturabilidade de D-Cn frustrada por 
macrófagos robustamente ativados. (A) Determinação da produção de nitrito pelo reagente de Griess 
com o sobrenadante de macrófagos tratados concomitantemente com IFN-ɣ+LPS e diferentes 
concentrações (0,01 a 1mM) de cloridrato de aminoguanidina (AG), um inibidor de INOS. Esse 
inibidor mostrou um efeito inibitório dose-dependente sobre a produção de nitrito. (B) 
Culturabilidade (UFC) de leveduras extracelulares obtidas do cultivo de leveduras dormentes com 
macrófagos não estimulados (Uns) ou estimulados com IFN-ɣ+LPS na presença ou ausência de 
aminoguanidina a 1 mM. A reativação atingida na interação com macrófagos é perdida após a robusta 
ativação da produção de óxido nítrico, e reconstituída (e ultrapassada) pela inibição de INOS com 
aminoguanidina. (C) Teste da exposição de aminoguanidina a 1 mM a leveduras dormentes pelo 
método de plaqueamento mostrou que não há efeito direto do inibidor sobre a culturabilidade do 
fungo. Os resultados são apresentados como médias ± SD de uma replicata biológica representativa 
de dois experimentos independentes (A e B), ou médias de dois experimentos independentes (C). *p 






Demonstramos aqui a modulação de uma resposta macrofágica peculiar durante a 
interação com leveduras dormentes de C. neoformans, permissiva à persistência intracelular 
do fungo e influenciada pelo microambiente de estímulos anti ou pró-inflamatórios. 
Sugerimos que os macrófagos, a dependerem do perfil de ativação adquirido frente a esses 
estímulos, M2 ou M1, possuem um papel determinante na reativação ou manutenção da 
infecção latente de C. neoformans, respectivamente. 
Uma característica marcante da criptococose é a infecção latente, na qual se acredita 
que os macrófagos desempenhem um papel central (DROMER et al., 2011). Estudos em 
diferentes modelos animais indicam que macrófagos alveolares representam um sítio de 
persistência de C. neoformans no granuloma do hospedeiro (FELDMESSER et al., 2000; 
GOLDMAN et al., 2000; LINDELL et al., 2006), a partir do qual a infecção latente é 
reativada, dando lugar ao estabelecimento de uma infecção ativa e disseminada (GOLDMAN 
et al., 2000). Além disso, a infecção crônica é acompanhada de uma diminuída expressão de 
INOS nos granulomas de ratos (GOLDMAN et al., 2000). Nesse contexto, nós hipotetizamos 
que macrófagos, na interação com leveduras dormentes, apresentariam um fenótipo mais 
permissivo à persistência do fungo.  
Recentemente, foi descrita a geração in vitro de leveduras dormentes de C. 
neoformans, pavimentando estudos de sua interação com células do hospedeiro (HOMMEL 
et al., 2019). A fim de testar nossa hipótese, implementamos o uso dessas leveduras na 
interação com BMMs e analisamos o fenótipo desta última na interação com leveduras em 
diferentes estados metabólicos. A análise global da resposta transcricional do macrófago 
infectado com leveduras dormentes nos permitiu observar uma específica e reduzida 
modulação, em relação à infecção com leveduras não dormentes, de genes e vias relacionados 
à ativação da resposta imune.  
Muito embora, o fungo reteve a capacidade de regular genes e vias de sinalização 
importantes para a resistência do hospedeiro, incluindo PRRs, moléculas associadas à 
apresentação antigênica, mecanismos microbicidas oxidativos e nitrosativos, e via do 
inflamassoma. Posteriormente, validamos por outros ensaios, a nível proteico, a capacidade 
do fungo dormente em manipular processos críticos como a apresentação antigênica, 
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produção de compostos microbicidas nitrosativos e a ativação do inflamassoma. Esses 
resultados são discutidos em detalhes a seguir. 
Macrófagos possuem a habilidade de apresentação antigênica a células T. Estas, por 
sua vez, quando ativadas, os habilitam a controlar a infecção por C. neoformans (WAGER 
et al., 2015). Em contrapartida, o fungo é capaz de modular o funcionamento de APCs, 
especialmente macrófagos, favorecendo sua persistência intracelular (MONARI et al., 2005; 
SIEGEMUND & ALBER, 2008). Observamos que nenhuma das formas de C. neoformans, 
incluindo D-Cn, estimulou a expressão de moléculas co-estimulatórias na superfície do 
macrófago, embora D-Cn tenha induzido marginalmente a expressão de MHC-II. 
Curiosamente, resultados semelhantes já foram observados em modelo de dormência de 
Staphylococcus. epidermidis e M. tuberculosis (MARIOTTI et al., 2013; CERCA et al., 
2014). Uma das estratégias dessa última frustrar a apresentação antigênica é inibindo a 
maturação e acidificação do fagolisossomo, habilidade que é perdida em M. tuberculosis 
dormente (MARIOTTI et al., 2013). Embora esse estudo não tenha investigado o que levou 
o fenótipo dormente a perder a capacidade de manipular o fagolisossomo, é sabido que a 
urease produzida por M. tuberculosis tem um efeito alcalinizante sobre este (LIN et al., 
2012). Em Mycobacterium bovis, já foi estabelecida uma associação entre a habilidade dessa 
bactéria expressar urease e sua capacidade de interferência na maturação, acidificação 
fagolisossomal e potencial de apresentação antigênica por macrófagos (MUKAI et al., 2008). 
Recentemente, foi demonstrado que a urease produzida por C. neoformans também permite 
um aumento significativo do pH fagolisossomal do macrófago (FU et al., 2018), o que 
poderia a princípio interferir na expressão de MHC-II. Isso poderia explicar por que o fungo 
dormente permitiu o aumento dessa molécula, uma vez que não fomos capazes de detectar 
atividade de urease nessas leveduras. Ensaios adicionais com o uso de uma linhagem de C. 
neoformans deficiente para essa enzima seriam úteis para confirmar nossa hipótese. 
Uma outra possibilidade é que a infecção latente poderia estar associada a um quadro 
de imunotolerância induzida. De fato, a expressão de MHC-II na ausência de moléculas co-
estimulatórias está associada à indução de células T anérgicas (VALDOR et al., 2013). Em 
consonância, observamos que o fungo dormente, assim como os demais testados, foram 
capazes de induzir Cd274, gene codificador de PD-L1, cuja ligação a seu receptor na 
superfície de linfócitos T também leva à anergia linfocitária (VALDOR et al., 2013). Estudos 
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recentes demonstraram um papel da sinalização PD-1/PD-L1 em promover a persistência da 
infecção criptocócica em camundongos (ROUSSEY et al., 2017; CHE et al., 2018). 
O tipo de metabolismo de arginina adotado pelo macrófago é crítico para o 
direcionamento dos seus fenótipos de ativação M1/M2 e sua capacidade microbicida (RATH 
et al., 2014). Diferentemente de infecções com leveduras não dormentes (DAVIS et al., 
2013), D-Cn foi incapaz de induzir a expressão de iNOS e genes relacionados à captação de 
seu substrato, frustrando assim a via de produção do óxido nítrico. Em contrapartida, 
verificamos uma perda completa da habilidade em neutralizar o óxido nítrico induzido 
experimentalmente, capacidade normalmente associada à atividade de enzimas produzidas 
pelo fungo, como flavohemoglobina denitrosilase e várias outras (DE JESÚS-BERRÍOS et 
al., 2003; ALMEIDA et al., 2015). Entretanto, esse resultado não exclui a participação de 
outros mecanismos de resistência ou mesmo tolerância ao estresse nitrosativo em C. 
neoformans, especialmente considerando a vulnerabilidade do fungo a eles (DE JESÚS-
BERRÍOS et al., 2003; MISSAL et al., 2004; WAGER et al., 2015). De fato, não detectamos 
redução na viabilidade da levedura dormente frente ao desafio com macrófagos produtores 
de robustas quantidades dessa molécula microbicida, evidenciando a capacidade de 
resistência e/ou tolerância dessa célula frente à resposta imune. 
Outro mecanismo microbicida importante na resposta anti-criptocócica é a produção 
de ROS (SHAO et al., 2005). Constatamos uma capacidade do fungo dormente em regular, 
no macrófago, a expressão de mecanismos oxidativos por meio da indução de uma série de 
enzimas de função antioxidante. Juntamente com outras formas do fungo, D-Cn induziu a 
expressão dos genes Hmox, Cat e Sod2, sendo os últimos dois considerados antioxidantes-
chave de primeira linha (IGHODARO & AKINLOVE, 2018). Além disso, foi a única forma 
que não reprimiu Gpx1, outro integrante desse grupo, mas sim Nox1, de função oposta (XU 
et al., 2016). Assim como em mamíferos, a defesa antioxidante produzida pelo fungo também 
é realizada por meio da produção de enzimas como catalase e superóxido dismutase, além do 
sequestrador de radicais hidroxila, manitol (CHATUVERDI et al., 1996; COX et al., 2003). 
Além disso, a cápsula, estrutura mantida no fungo dormente, também possui propriedades 
antioxidantes (ZARAGOZA et al., 2008), o que poderia compensar uma provável perda de 
tais defesas com a redução global do metabolismo do fungo dormente (HOMMEL et al., 
2019). Inclusive, dados prévios do nosso grupo, obtidos com o uso da sonda para detecção 
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de estresse oxidativo CellROX, combinada a citometria de fluxo, mostram uma ligeira 
capacidade de C. neoformans inativado por calor em inibir a produção de ROS (BASSO et 
al., 2019). A aplicação dessa técnica já está prevista a fim de confirmarmos o potencial do 
fungo dormente em modular a reposta oxidativa dos macrófagos. 
O inflamassoma é um importante componente da resposta imune frente a uma 
diversidade de patógenos, incluindo fungos como C. neoformans (TAVARES et al., 2015). 
Estratégias de evasão à sua ativação são, portanto, desejáveis do ponto de vista do patógeno. 
Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou que C. neoformans é capaz de secretar 
pequenas moléculas capazes de inibir o inflamassoma NLRP3 em macrófagos (BÜRGEL et 
al., 2019). Não obstante, a cápsula polissacarídica é considerada o principal fator inibitório 
da ativação do inflamassoma NLRP3 pelo fungo, uma vez que obstrui o efetivo 
reconhecimento da parede celular por PRRs que sinalizam para a ativação do primeiro sinal 
do inflamassoma (VECCHIARELLI et al., 1995; GUO et al., 2014). Nossos resultados 
corroboram essa alta capacidade de C. neoformans em frustrar o priming em macrófagos, 
como também ajudam a elucidar os mecanismos moleculares subjacentes a ela (GUO et al., 
2014). Observamos que todas as formas de C. neoformans reprimiram os genes Nlrp3 e Il1b, 
cujos produtos proteicos, mais especificamente deste último, resumem a função da primeira 
etapa de ativação do inflamassoma, restringindo assim a sua etapa subsequente na 
inexistência de um estímulo adicional. Consistentemente, observamos que o fungo induz uma 
fraca modulação de genes codificadores de PRRs e transdutores de sinal, situados cascata 
acima da transcrição de Nlrp3 e Il1b. O fungo dormente não só conservou esse perfil de 
modulação, como diferentemente dos inóculos não dormentes foi incapaz de induzir genes 
de CLRs como Cd205 (homólogo ao gene receptor de manose), Clec4d e Clec6a, além 
daqueles envolvidos na transdução de sinais dessa família, como Syk, Malt1 e Raf1. 
Além disso, D-Cn foi a única forma do fungo que não induziu o gene Il1a, codificador 
da citocina IL-1α. Essa citocina é co-secretada com IL-1β in vivo no desafio por C. 
neoformans (MAFFEI et al., 2004; WORMLEY et al., 2007; WANG et al., 2011) ou outros 
agentes ativadores do inflamassoma, porém independe – embora sofra influência  –  do 
processamento por esse complexo para sua secreção ou atividade biológica (GROSS et al., 
2012). Ademais, apresenta efeito sobre a produção de IL-1β e vice-versa sendo que (HORAI 
et al., 1998), assim como esta, se liga a e sinaliza via IL-1RI, exercendo a princípio suas 
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mesmas funções biológicas (MOSLEY et al., 1987). Um estudo recente com animais 
deficientes de IL-1RI demonstrou a importância desse receptor na infecção por C. 
neoformans (SHOURIAN et al., 2018). Estudos adicionais que clarifiquem a importância 
relativa de cada uma dessas citocinas no contexto da infecção criptocócica podem contribuir 
para que compreendamos a relevância biológica do fungo dormente perder a capacidade de 
induzir IL-1α. A confirmação da produção e secreção de IL-1α também se faz necessária e 
já está prevista. 
O inflamassoma NLRP3 é capaz de detectar uma miríade de sinais indicativos de 
dano ao hospedeiro, como o estresse metabólico e dano celular, frequentemente associados 
à infecção. Esses sinais convergem para a sua ativação por mecanismos que incluem 
essencialmente o efluxo de potássio, produção de ROS e liberação de catepsina B derivada 
de dano fagolisossomal, resultando na maturação e secreção de IL-1β (LEEMANS et al., 
2011). Embora não tenhamos demonstrado aqui o porquê de C. neoformans dormente não 
ser capaz de ativar esse inflamassoma, sabe-se que C. neoformans o faz por meio de todos os 
mecanismos mencionados acima (LEI et al., 2013; GUO et al., 2014; CHEN et al., 2015), 
presumivelmente não acionados pelo fungo dormente. 
O fato da inativação de C. neoformans não dormente resultar na redução de sua 
capacidade de induzir a secreção de IL-1β, consistentemente com outros estudos (GUO et 
al., 2014; CHEN et al., 2015), para níveis semelhantes aos induzidos por D-Cn, pode sugerir 
que o último é incapaz de ativar o inflamassoma como reflexo de seu metabolismo reduzido 
e estado não proliferativo, que atenuam sua habilidade de causar dano. Além disso, a 
incapacidade do fungo dormente em frustrar não só a primeira, como as duas etapas 
necessárias à ativação do inflamassoma ganha ainda mais relevância ao considerarmos que 
essas células residem no hospedeiro em granulomas, sítios sujeitos à hipóxia (DUBOIS et 
al., 2016; QUALLS et al., 2016; SERSHEN et al., 2016). Esta condição é capaz de 
potencializar tanto o priming quanto a ativação do inflamassoma NLRP3 
(PANCHANATHAN et al., 2016; SNODGRASS et al., 2016; GUPTA et al., 2017; 
DOKTOR et al., 2018) e, portanto, possivelmente também a capacidade de eliminação dessas 
leveduras pelo hospedeiro. 
Resultados similares aos nossos foram observados em outros modelos. Bactérias 
dormentes de M. tuberculosis apresentaram reduzida capacidade de induzir a secreção de IL-
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1β em macrófagos diferenciados da linhagem de monócitos humana THP-1 ou de células 
mononucleadas do sangue periférico (PBMC) (IONA et al., 2012; MARIOTTI et al., 2013). 
Em adição, BMMs murinos cocultivados com biofilmes contendo grande proporção de 
células VBNC da bactéria oportunista Staphylococcus epidermidis apresentaram a secreção 
de níveis inferiores da citocina comparativamente a quando inoculados com biofilmes com 
menor proporção dessas células (CERCA et al., 2011). Em fungos, esporos de A. fumigatus, 
demonstrados um fenótipo de dormência (LELEU et al., 2013), falham na ativação do 
inflamassoma NLRP3 em monócitos THP-1, diferentemente de fragmentos de hifa (SAÏD-
SADIER et al., 2010). Tomados em conjunto com os nossos dados, sugerimos que o fenótipo 
de dormência em bactérias e fungos está associado a uma baixa capacidade de ativação do 
inflamassoma em macrófagos e, portanto, pode representar uma estratégia conservada de 
evasão da resposta imune em infecções latentes. 
Segundo uma teoria elaborada por Pirofski e Casadevall (2017), a patologia da 
criptococose pode ser causada por ambas as partes da interação C. neoformans-hospedeiro. 
É sabido que a infecção ativa por C. neoformans e a produção de seus fatores de virulência 
está associada a danos ao hospedeiro em vários níveis (CASADEVALL et al., 2018). Parte 
dos danos, porém, são oriundos da própria resposta do hospedeiro na tentativa de combater 
a infecção, reduzindo a carga fúngica em detrimento da sua homeostasia (CASADEVALL 
& PIROFSKI, 2003; PIROFSKI & CASADEVALL, 2017). Nossos achados ganham ainda 
mais significado quando considerados nesse contexto. Observamos a nível transcricional que 
há uma grande disparidade entre a capacidade das formas do fungo em estados metabólicos 
opostos modularem o macrófago: enquanto leveduras na fase de crescimento exponencial 
estimulam fortemente um perfil pró-inflamatório no macrófago, células dormentes são 
fracamente capazes de modular para esse perfil, encontrando-se leveduras na fase 
estacionária nesse intermédio. O fato de C. neoformans dormente, no ambiente intracelular, 
apresentar a habilidade de induzir minimamente ou até suprimir genes da resposta imune no 
macrófago, bem como capacidade reduzida de infligir dano a ele, mostra-se como uma 
estratégia desse fenótipo que evita a ativação de mecanismos de resistência do hospedeiro. 
Em consequência, como estes mecanismos são muitas vezes deletérios ao próprio 
hospedeiro, este mantém a integridade e homeostasia do órgão colonizado. Dessa forma, a 
indução do fenótipo dormente da levedura, em meio intracelular, representaria vantagens aos 
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dois organismos, ao conciliar a persistência da infecção em um estado latente com um estado 
de homeostasia do hospedeiro, podendo explicar, inclusive, porque a infecção latente é o 
desfecho mais comum da primo-infecção (COELHO et al., 2014). 
A subversão da resposta imune do hospedeiro na infeção por C. neoformans depende 
da expressão de um coquetel de enzimas pelo último (ALMEIDA et al., 2015). Hommel e 
colaboradores (2019) observaram uma queda significativa nos processos transcricionais e 
metabólicos de leveduras dormentes, o que pode sugerir que muitas dessas enzimas 
associadas à sua virulência tiveram a sua expressão reduzida, como constatamos para a 
urease. Assim, especulamos que a preservação da estrutura capsular na levedura dormente 
pode ter sido, neste trabalho, o seu principal fator responsável pela modulação do macrófago 
para um perfil permissível à sua persistência e sobrevivência, alimentando o consenso de que 
a estrutura representa o fator de virulência dominante em C. neoformans (CASADEVALL 
et al., 2018). Com isso, colocamos em xeque a capacidade do esporo de C. neoformans, outro 
fenótipo de dormência, entretanto desprovido de cápsula, ser o morfotipo diretamente 
responsável pela infecção latente. De fato, esses esporos são altamente susceptíveis ao 
estresse oxidativo e nitrosativo a que são sujeitas no interior de macrófagos (GILES et al., 
2009). Isso é suportado pelo fato de inexistirem na literatura relatos da presença de esporos 
de C. neoformans em cortes histológicos ou outras amostras. Isso não exclui, entretanto, a 
vinculação dos esporos com a primo-infecção do hospedeiro, no qual essas células 
apresentam alta capacidade de penetração tecidual e prontamente germinam formando 
leveduras no interior dos macrófagos (GILES et al., 2009; WALSH et al., 2019), processo 
que poderia inclusive representar um passo anterior à entrada na dormência já na forma 
leveduriforme. 
Macrófagos são essenciais na resposta imune frente à infecção criptocócica, embora 
exerçam papéis paradoxais. A capacidade de exercerem papeis positivos ou negativos reside 
na sua permissividade à regulação pelo patógeno e no seu contexto de ativação pela 
imunidade adaptativa. Nesse sentido, tanto a integridade da imunidade mediada por células 
quanto o seu tipo, se Th1 ou Th2, são consideradas críticas para o estabelecimento e 
reativação da infecção latente, bem como para o prognóstico da criptococose (MCQUISTON 
& WILLIAMSON, 2012). Inicialmente, hipotetizávamos que o tratamento dos macrófagos 
para o perfil alternativo ou mesmo um estado não ativado, com o uso do corticoide 
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dexametasona, condições supostamente associadas à reativação da doença, pudessem levar à 
reativação do fungo dormente. Para a nossa surpresa, observamos uma progressiva perda de 
culturabilidade combinada à manutenção da viabilidade da levedura, independentemente do 
perfil fenotípico do macrófago infectado. Consistentemente, Hommel e colaboradores (2019) 
não observaram a reativação, ou qualquer alteração na culturabilidade dessas leveduras na 
interação por 2 horas com macrófagos de linhagem J774. A breve duração do cocultivo 
utilizado nesse trabalho pode explicar por que não detectaram diminuição na culturabilidade, 
uma vez que, como demonstramos, ocorre de forma tempo-dependente. Além disso, fizeram 
o uso de leveduras dormentes após 8 dias de indução, o que está associado a uma maior 
pureza da população de leveduras VBNC e, portanto, um inóculo com estado mais profundo 
de dormência e possivelmente menos propenso à reativação. 
Adotamos aqui um período inferior de incubação, de 7 dias, porque acreditamos que 
nesse tempo as leveduras apresentariam um menor engajamento no processo de dormência, 
maior capacidade de reativação e superior viabilidade. Além disso, uma vantagem do uso 
desse inóculo constituído de maior quantidade residual de células cultiváveis foi nos permitir 
a avaliação tanto da reativação quanto o aprofundamento da dormência. Embora não 
tenhamos a certeza se essa população cultivável (cerca de 1%) seja composta por células 
persistentes e/ou células ativas, que não ingressaram em nenhum dos fenótipos de dormência, 
nossos resultados poderiam ser interpretados, no primeiro caso, à luz da hipótese da 
dormência contínua: sob condições de estresse prolongado, células persistentes poderiam 
gradualmente atingir um estado mais profundo de dormência e tornarem-se células VBNC, 
perdendo assim a capacidade de crescimento, como foi observado. Uma possível explicação 
para o fenômeno observado é que o ambiente fagolisossomal do macrófago recapitula 
condições indutoras de dormência, como baixo pH e limitação da disponibilidade de oxigênio 
e nutrientes (GLOCKNER et al., 1989; JAMES et al., 1995; URIBE-QUEROL et al., 2017). 
Nossos resultados corroboram o estudo realizado por Alanio e colaboradores (2015) que, ao 
infectarem macrófagos J774 com leveduras metabolicamente ativas de C. neoformans, 
identificaram a indução crescente de uma subpopulação do fungo que atendia aos critérios 
de dormência.  
Seguindo a hipótese de que os macrófagos são a residência intracelular de persistência 
e da infecção latente, é razoável estipular que também sejam o local a partir do qual C. 
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neoformans abandona a dormência. Para retomar a infeção e se disseminar no hospedeiro, é 
imperativo que as leveduras sejam capazes de desertar o macrófago em algum momento. C. 
neoformans usufrui de diferentes estratégias para tal, como a exocitose lítica e não lítica. 
Nessa linha de raciocínio, hipotetizamos que as leveduras que abandonassem o macrófago 
fossem células reativadas. De fato, a exocitose depende até certa extensão de um estado 
metabolicamente ativo da levedura (ALVAREZ et al., 2006; NICOLA et al., 2011). Dessa 
forma, avaliamos a culturabilidade de leveduras encontradas fora dos macrófagos após a 
interação, presumidamente exocitadas, uma vez que raríssimas células foram observadas 
após sucessivas lavagens da monocamada de macrófagos (dado não mostrado). 
Interessantemente, observamos na população de leveduras extracelulares uma taxa de 
culturabilidade no mínimo 4 vezes superior ao controle na maioria das condições testadas. 
Foi, ainda, duas vezes maior ao relatado por Hommel e colaboradores (2019) ao utilizarem 
PA. Mesmo que nesse estudo o PA não tenha incrementado fortemente a baixa 
culturabilidade das células dormentes, serviu como prova de conceito da capacidade de 
reativação dessas células induzidas in vitro. Da mesma forma, embora a quadruplicação da 
culturabilidade verificada na interação com macrófagos signifique que apenas uma pequena 
parcela da população tenha sido capaz de reativar, é a prova da capacidade do macrófago em 
permitir e facilitar a reativação dessas células. O papel do macrófago e outras células de 
mamíferos na reativação de células VBNC já foi demonstrado anteriormente para Vibrio 
cholarae e Legionella sp. (SENOH et al., 2010; DIETERSDORFER et al., 2018), dando 
suporte aos nossos resultados. Ademais, o nosso estudo é pioneiro em modelos de infecções 
latentes causadas por fungos, abrindo a possibilidade para a ocorrência desse fenômeno em 
infecções latentes causadas por outras espécies como H. capsulatum (BRUNET et al., 2018) 
Hommel e colaboradores (2019) sugeriram que múltiplos fatores, ainda 
desconhecidos, sejam necessários à ativação das leveduras dormentes de C. neoformans. 
Além disso, especularam que as leveduras dormentes obtidas através do protocolo que 
descreveram (adotado aqui) possam estar muito comprometidas com o processo de 
dormência e danificadas em uma certa extensão – embora viáveis –, tornando-se incapazes 
de proliferar (BLACKBURN & MCCARTHY, 2000; PINTO et al., 2013). Outra 
possibilidade, não associada a uma limitação do modelo, é a de que a reativação seja um 
fenômeno estocástico. Segundo essa teoria, alguns indivíduos da população de células 
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dormentes, denominados vigilantes (do inglês “scouts”), reativariam de forma aleatória, 
permitindo-os sondar o ambiente. No caso de encontrarem situações adversas, seriam 
eliminados. Alternativamente, ao reconhecerem ambientes favoráveis ao crescimento, 
alertariam as demais células para reativarem (EPSTEIN et al., 2009; BUERGER et al., 2012). 
Não rejeitamos, contudo, a possibilidade da coexistência de ambos fenômenos, estocástico e 
induzido, no nosso modelo. 
Nesse contexto, um próximo passo importante é determinarmos qual o fator do 
macrófago (ou fatores) foi o gatilho para a reativação verificada no nosso estudo. O fato 
intrigante de as leveduras extracelulares e intracelulares terem passado praticamente pelo 
mesmo estresse da internalização, embora diferentes em duração, mas apresentado resultados 
opostos de culturabilidade, torna essa tarefa ainda mais complexa. Uma hipótese é a de que 
a ativação tenha ocorrido não devido à passagem nos macrófagos, mas à exposição da célula 
a fatores secretados por eles no sobrenadante de cultura. Hommel e colaboradores (2019) 
testaram o lisado de células J774 na reativação dessas células e obtiveram o mesmo sucesso 
que fazendo o uso do PA – o que é esperado, uma vez que o extrato celular também é 
composto por essa vitamina –, desencorajando essa hipótese. Ensaios de interação na 
presença de inibidores de fagocitose, na ausência de opsoninas, com o isolamento físico entre 
macrófagos e leveduras (ensaios transwell), ou simplesmente a cultura na presença do 
sobrenadante filtrado de macrófagos poderão ser úteis nesse sentido. 
Certamente, a hipótese mais atraente é a de que, assumindo que as leveduras sofreram 
exocitose não lítica, este próprio processo esteja envolvido na sua reativação. Embora a 
exocitose não lítica seja um evento de baixa frequência in vitro, em torno de 10%, já foi 
demonstrado que, in vivo, pode atingir até incríveis 44% (NICOLA et al., 2011), tornando a 
hipótese ainda mais factível e relevante no contexto da doença. Ainda, o fato de parte da 
população intracelular de C. neoformans não experimentar a exocitose pode representar uma 
estratégia da infecção latente em preservar um banco reservatório de leveduras. Deste modo, 
caso a parcela de células exocitadas encontre resistência do hospedeiro e seja eliminada, uma 
subpopulação intracelular remanescente manteria a infecção para tentativas subsequentes. 
Essa hipótese vai, em certo grau, de encontro ao resultado de Voelz e colaboradores 
(2009) de que macrófagos M2 exibem menos eventos de exocitose em comparação a 
macrófagos M1. Entretanto, deve se considerar que a dinâmica de exocitose de células 
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dormentes pode ser diferente das células metabolicamente ativas e proliferantes utilizadas no 
estudo citado. Além disso, ensaios adicionais para a confirmação que as leveduras 
extracelulares são de fato resultado de exocitose são indispensáveis para vincular os 
processos de exocitose e reativação do fungo. Um grande obstáculo, porém, é a falta de 
refringência celular que leveduras dormentes apresentam. Isso nos impediu a identificação 
dessas leveduras no interior do macrófago e o monitoramento de processos de exocitose por 
lapso de tempo apenas baseado em microscopia de campo claro ou contraste de fase.  
O desenvolvimento de linhagens fluorescentes de C. neoformans capazes de adquirir 
o fenótipo de dormência, realizado pelo nosso grupo, pode ser uma ferramenta importante 
nesse sentido. Neste trabalho, tentamos implementar a microscopia de fluorescência para a 
análise de exocitose dessas células dormentes, porém, observamos que os macrófagos 
interceptados pelo foco de luz por longos períodos apresentaram sintomas de fototoxicidade 
severa, comprometendo os resultados. A transposição desse entrave técnico será fundamental 
para confirmarmos o vínculo entre a exocitose celular e a reativação da infecção latente. 
 Por último, fomos capazes de demonstrar que a reativação pode ser frustrada por 
macrófagos modulados para um perfil que normalmente exibe capacidade microbicida, 
corroborando o papel desses macrófagos no controle da infecção criptocócica (DAVIS et al., 
2013; WAGER et al., 2018). Curiosamente, macrófagos M1 obtidos apenas com o tratamento 
com IFN-ɣ, mas não LPS, exibiram o mesmo comportamento de macrófagos M2 ou não 
ativados. Acreditamos que esses macrófagos não tenham adquirido o máximo potencial 
fenotípico e funcional de macrófagos M1. De fato, o tratamento celular mais indicado para 
gerar macrófagos desse perfil é por meio do uso desses dois estímulos concomitantemente 
(MARTINEZ & GORDON et al., 2014; MÜLLER et al., 2017). Embora assumamos a 
natureza exógena do LPS e fora do contexto da criptococose, moléculas endógenas, como 
TNF-ɑ, poderiam substituí-lo para uma função anti-criptocócica ótima de macrófagos M1 
(MARTINEZ & GORDON et al., 2014; DAVIS et al., 2015; FA et al., 2019). 
 Outra exclusividade que os macrófagos estimulados com a combinação de IFN-ɣ e 
LPS apresentaram foi a capacidade de produzir NO. Isso nos levou a hipotetizar que esta 
molécula poderia ser a responsável pelo efeito inibitório dessas células sobre a reativação do 
fungo. De fato, já havíamos observado que a infecção com leveduras dormentes não é capaz 
de interferir na produção da molécula. Para confirmar nossa hipótese, empregamos um 
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inibidor da enzima INOS, o que não só reconstituiu a reativação, corroborando a nossa 
hipótese, como permitiu um índice de culturabilidade ainda superior ao do macrófago 
controle. Esse resultado indica que o inibidor utilizado – relativamente específico para INOS 
-, ou mesmo a ausência da atividade de INOS, podem ter interferido em outros mecanismos 
importantes para o controle da reativação em macrófagos, como a produção de ROS.  
 Consistentemente com os nossos resultados, Voskuil e colaboradores (2013) 
demonstraram que a exposição de M. tuberculosis a NO, fornecido por meio de seu doador 
dietilenotriamina (DETA), induz um estado de dormência na bactéria. Ademais, mostraram 
que o mecanismo envolvido consiste na capacidade do NO em inibir irreversivelmente a 
cadeia respiratória da bactéria que, à semelhança de C. neoformans, é um microrganismo 
aeróbio obrigatório. Consistentemente, a dose de NO produzida (50 µM) foi semelhante à 
encontrada nos nossos sobrenadantes, na forma de nitrito, e próxima dos níveis produzidos 
por macrófagos pulmonares na interação ex vivo com C. neoformans (VOSKUIL et al., 2003; 
WAGER et al., 2015). Uma vez que o nosso próprio protocolo de obtenção de C. neoformans 
é baseado na indução de hipóxia, acreditamos que esse mecanismo seja o mesmo envolvido 
na inibição da reativação observada no nosso modelo de interação C. neoformans dormente-
macrófago. 
 Ensaios in vivo em camundongos serão necessários para confirmar não só a 
capacidade das leveduras dormentes reativarem no hospedeiro, como também, por meio da 
infecção de animais deficientes para INOS, receptor de IFN-ɣ, ou animais selvagens tratados 
com imunossupressores, determinarmos o papel da produção de NO no curso da infecção 
latente causada por C. neoformans. Ainda, esses estudos in vitro e in vivo com o modelo de 
camundongos devem ser interpretados com certa cautela, e exigem ensaios com macrófagos 
humanos para confirmar a sua relevância clínica. Isto porque macrófagos murinos e humanos 
produzem quantidades desproporcionais de óxido nítrico, devido ao silenciamento 
epigenético à que INOS humana está sujeita (WEINBERG et al., 2005; GROSS et al., 2014). 
Não obstante, vários estudos têm apontado não só a expressão de INOS em macrófagos 
encontrados em granulomas pulmonares humanos, como também vinculando a sua expressão 
ao controle de infecções como a paracoccidioidomicose (FACCHETTII et al., 1999; 
BATISTA et al., 2005; MATTILA et al., 2013; WAGER et al., 2016). 
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 Em conclusão, nossos resultados suportam a hipótese de que macrófagos são os sítios 
de indução e persistência de células dormentes na infecção criptocócica latente, além de que 
o fenótipo de polarização dessas células, reflexo do status da resposta imune do hospedeiro, 





6. CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS 
Nossos experimentos e achados abordam diferentes aspectos da infecção criptocócica 
latente, incluindo o sítio tecidual e celular envolvido, seus mecanismos de manutenção e 
reativação, bem como a biologia da levedura dormente de C. neoformans. No nosso estudo, 
validamos o uso de linhagens fluorescentes de C. neoformans como ferramentas para o 
estudo da interação deste com células do hospedeiro, ou mesmo para a compreensão da 
própria biologia do fungo, mais especificamente no seu processo de dormência. Além disso, 
nos permitiu evidenciar a presença de características morfológicas e mecanismos regulatórios 
pós-transcricionais atrelados ao fenótipo dormente desse fungo. Com isso, também 
pavimentamos o caminho para o uso do GFP e/ou outras moléculas fluorescentes para a 
investigação da biologia dessas células dormentes. 
Embora não tenhamos conseguido empregar essas linhagens fluorescentes na análise 
da disseminação do fungo no hospedeiro, outras técnicas nos permitiram fazê-la. Dessa 
forma, demonstramos a capacidade do fungo em disseminar para uma variedade de sítios 
anatômicos no hospedeiro murino, corroborando especulações da literatura sobre o 
envolvimento de alguns sítios relevantes para a infecção latente, como o trato urogenital, 
além de sugerir a ocorrência de outros potenciais sítios, como a medula óssea.  
Além disso, nós nos aproveitamos de uma metodologia recém-descrita de geração de 
leveduras dormentes, e nunca descrita em estudos com células do hospedeiro, para investigar 
a dinâmica de interação entre essas células e macrófagos. Isso nos permitiu concluir que tais 
leveduras não só apresentam características fenotípicas específicas que as distinguem de 
leveduras não dormentes, como essas características refletem na sua capacidade de modular 
diferentemente o macrófago, de forma a permitir a sua persistência intracelular e, em um 
contexto mais abrangente, no hospedeiro. Por fim, confirmamos o papel paradoxal do 
macrófago em promover tanto o controle da infecção latente, quanto a sua reativação, reflexo 
do tipo da resposta imune coordenada pelo hospedeiro. 
Haja vista que C. neoformans é ubíquo na natureza e a contaminação do hospedeiro 
frequente, a expansão de terapias baseadas no uso de imunossupressores e dos casos de 
pacientes HIV+ nas últimas décadas tem aumentado a relevância da necessidade do estudo 
da infecção latente e seus mecanismos subjacentes, como o presente estudo. O conjunto do 
conhecimento derivado desses estudos poderia ser útil no desenvolvimento e emprego de 
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vacinas para prevenir a reativação da infecção, ou mesmo na elaboração de tratamentos que 
coordenem a indução da reativação da doença combinada ao uso de antifúngicos, de forma a 
combater a infecção latente em condições mais controladas e em um estado menos vulnerável 
do hospedeiro. 
Nosso trabalho foi capaz de responder algumas questões importantes acerca da 
patofisiologia da infecção criptocócica latente e, como consequência, levantou outras 
questões relevantes a serem respondidas experimentalmente: 
• A reativação das leveduras dormentes de C. neoformans depende da dissolução dos 
grânulos de estresse? 
• A população de leveduras encontrada nos sítios extrapulmonares está/estava 
dormente? Em caso afirmativo, seriam elas capazes de reativar a infecção no 
hospedeiro murino? 
• Qual o fator ou processo do macrófago responsável pela reativação das leveduras 
dormentes? 
• Há um vínculo entre a exocitose não lítica e a reativação? 
• As leveduras dormentes seriam capazes de reativar in vivo, mediante a inoculação de 
camundongos? 
• O óxido nítrico frustra a reativação das leveduras via inibição da cadeira respiratória? 
• Macrófagos de origem humana seriam capazes de exercer esse mesmo mecanismo? 
• Haveria outro mecanismo envolvido na inibição da reativação verificada no nosso 
modelo, como a produção de ROS ou acidificação do fagolisossomo? 
A resolução dessas questões listadas pode promover um avanço significativo na 
compreensão da gênese da infecção latente e/ou sua reativação, bem como no 
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